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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace je popiscete, karotenoid, metody HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) a vy metodiky na stanoveni-karotenu
v rajéatech s praktickou aplikaci na realny vzorek. Kansveni byla pouZita metoda
HPLC s elektrochemickou detekci. K izolgekarotenu byla pouzita dvojnasobna extrakce
smesi rozpoudtdel aceton:hexan (50:50). Po filtraci extraktu figtat odpaen do sucha
na vakuové odparce a odparek byl rozgusdt ethanolu a aplikovan na kolonu. Vhodnou
mobilni fazi byla sms rozpoudtdel methanol:acetonitril:3#0O, (70:29,5:0,5). Mieni
probihala p parametrech detektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV5 G50 mV. Objem
davkovaci smiky byl 20 pl, pritok mobilni faze kolonou 1,1 ml.mina eluce probihala

izokraticky.

Kli¢ova slovap-karoten, extrakce, HPLC, karotenoidy, mobilni fazge

ABSTRACT

The aim of this diploma paper is to describe tomatrotenoids, HPLC method
and creating the suitable method for the deternunadf p-carotene in tomatoes, with
practical aplication on tomato sample. For the meigation the HPLC method with ECD
(Electrochemical Detection) was used. For the tsmlaprocess a double extraction with
the mixture of acetone:hexane (50:50) was useckr Aiftration of the extract, the filtrate
was evaporated to dryness in a flask under vaclima.residue was dissolved in ethanol
and injected to the column. The mobile phase oharadl:acetonitrile:kPO, (70:29,5:0,5)
was used. Chromatographic conditions were follo&4: = 500mV, E2 = 600 mV,
G = 750 mV. The injection volume was 20 The isocratic elution with the flow rate

of 1,1 ml.miri* was used.

Keywords:f-carotene, carotenoids, extraction, HPLC, mobilaseh tomato
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UvoD

Karotenoidy jsou latky, které s@di mezi antioxidanty. &Sina karotenoidnich
latek sefadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy fonh@bsahujici osm isopreno-
vych jednotek.f-karoten v potravinach rostlinnéhoiyodu je latka relativé stabilni
v negitomnosti vzduchu. Za vysSich teplot a nétlev(nag. pii konzervovani potravin)
vSak miZze isomerovat na tzv. neokaroteny, které vykazdjviau vitaminu A, pokud maji

zachovany alespigedens—jononovy cyklus, ale jsou méintenzivré zbarvené.

Rake je dvoudlozna rostlina Zeledi lilkovitych Solanum lycopersicumJe to
jednoleta rostlina, kteraime dofist do vySky aZtyi metii. Nezralé plody r&at obsahuji
alkaloid solanin, ktery vSakipzrani z rajat mizi. Raje se pstuje v mnoha oddach.
Plodem jsouizré velké bobule, které se nazyvaji rajska jablka.rBtownaji hladky nebo
Zebernaty, pokoZzka a duzina jsodldvé Zluté, oranZzové az terartervene. Bstuji se
rajcata tgkova a keickova (nizkd). Tato zelenina ma vysoky obsah minéhl latek

a vitamini, zejm. vitaminu C, B Bs, kyseliny askorbové a karotieprovitamini A).

Ke stanovenif-karotenu je zapégbi jej nejprve vhodnym #gobem izolovat,
neiastji selektivni extrakci. K vlastnimu stanoveni s@astji vyuziva tiznych chroma-
tografickych technik, nap dvourozndrné tenkovrstvé chromatografie, plynové chromato-
grafie, nebo vysokaiinné kapalinové chromatografie HPLC (High Perforosiquid
Chromatography). iHozere se vyskytujici antioxidanty se stanovuji metodou
RP-HPLC (Reversed-Phase High Performance Liquid o@htography) s UV-VIS
(Ultraviolet-Visible) nebo ECD (Electrochemical @etion) detektorem. Kulometricka

detekce poskytuje vysokou selektivitu a citlivostesekci wig.I™.

Tato diplomova préace se zabyva stanovefHkarotenu v rajatech metodou HPLC
s ECD detekci. Hlavnim dkolem této prace je vigvid vhodné metodiky na stanoveni
S-karotenu a najit optimalni metodu pro jeho izalatramci experimentu bylo zkouSeno
n¢kolik druhi mobilnich fazi sttznym pongrem chemikalii, tzné typy chromatografic-
kych kolon a rozdilné parametry nastavené na datekNasleda byla provedena aplikace

vytvorené metodiky na realny vzorek deje.
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1 KAROTENOIDY

Karotenoidy jsou frodni pigmenty, které jsou syntetizovany rostliham
a mikroorganismy. Struktura kazdého karotenoigedpguje jeho barvu i fotochemické

vlastnosti jeho molekuly”

1.1 Struktura karotenoid u

V¢étSina karotenoidnich latek s&adi  mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy
formalne obsahujici osm isoprenovych jednotek. Za svojielaost vdci retezci
konjugovanych dvojnych vazeb, které se vyskytujickolika zakladnich strukturach

a jejich kombinacick

Zakladni latkou karotenoid je alifaticky nenasyceny tetraterpenicky uhlovodik
lykopen, podmiiujici ¢ervenou barvu rajskych jabéik. Jeho struktura je symetricka podle
stredové osy, ma dvizolované dvojné vazby a jedenact konjugovanytérékjsou uspa-
dany vesmss vtrans-konfiguraci (,alktrans’).®

H;C

A e Y =
CHy CH,

CHq CHqy

Obr.1 Lykopen

Biologicky vyznam karotenoid spaiva ve funkci provitamifi vitamind skupiny A.
Hydrolytickym Sg&penim dvojné vazby lezZici v ose symetrie vznikdZ tatkarotenoid,
které obsahuji v molekulg-jononovy kruh, vitamin A neboli retinojf—karoten muze
poskytnout d¥ molekuly vitaminu A,a- a y—karoten jen jednu, nebadruhd molekula

se zbytkemu-jononovym nebo pseudojononovym nevykazuje aktivitaminu A®
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Obr.2 p-karoten

Kvalitativni a kvantitativni slozeni karotendidavisi na mnoha faktorech jako je
druh a odiida rostliny, sezéna, stuperalosti, zfisob zpracovani apod. V mrkvi, &ajech
a paprikdch se nachéazi stovky mg-kkarotenoid. V rajcatech je hlavnim pigmentem
lykopen, ktery Bzn¢ tvoii 90 % vSech karotenaid -karotenu je porrné malo, asi do

6 mg.kg" a asi 1 mg.K§ predstavuje-karoten®

1.2 Déleni karotenoida

Karotenoidy se &i na dw hlavni skupiny:
- uhlovodiky nazyvané karoteny,

- kyslikaté slogeniny odvozené od karotigrkteré se nazyvaji xanthofyf§.

Xanthofyly primarg vznikaji jako produkty biochemické oxidace kardien
Napiklad v ragatech jsou jako minoritni pigmenty fifpmny 1,2-epoxylykopen,
5,6-epoxylykopen, 1,2-epoxyfytoen aj. N&b&jSimi latkami jsou monohydroxysubstituo-
vané derivaty alicyklickych karotémazyvané kryptoxanthiny, niaps—kryptoxanthin?

Nejjednodussim prototypem karoteje acyklicky uhlovodik lykopen. &n¢ rozsi-
fené jsou i hydroderivaty lykopenu jako je tiifad dehydrolykopen. DalSi karoteny
vznikaji enzymow¥ katalyzovanou cyklizaci z alicyklickychy-karoterii, kdy se tvoi
S— nebo a-jononové struktury. Struktura g-jononovym cyklem se nazyvg-karoten,

struktura si-jononovym cyklem je-karoten.®
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1.2.1 p-karoten

p—karoten je v firod nejrozsfensjSim provitaminem vitaminu A. Vifrodnim
materialu je obvykle doprovazenkarotenem a malym mnoZstvigrkarotenu. Molekula
p-karotenu je tviena déma p-jononovymi kruhy spojenymiétyimi isoprenovymi

jednotkami. Je hlavnim dietnim karotenoidem a \anigmu plni d¥ zakladni funkce:

1. Je prekurzorem vitaminu A (jeho molekula se #pyhu metabolickych pochad

muze roz&pit na d¥ molekuly vitaminu A),

2. a ma vyznamné antioxitiai vlastnosti, které chrani organismugg oxidativnhim

posSkozenim.

Molekula g-karotenu, stejh jako u ostatnich karotendidvzhledem ke své konfiguraci
velmi snadno podléhds, transisomerizaci, allransizomery jsou stalejSi a wippzenych

systémech se vyskytuji epstji. "

Obr.4 y-karoten

Dobrym zdrojem g-karotenu jsou iedevsSim #které druhy ovoce a zeleniny, ale
druhi je zpisobena exogennimi i endogennimi vlivy, hapdiidou, zralosti, vegetaim
stadiem, sloZzenimuoly apod. Doporéena denni davka pr-karoten neni stanovena, ale
béZzné se udava dopoteni ve vysi 2 az 4 mg za den. Tato davka je nedbgta dosazeni
hodnoty snizujici riziko ICHS (ischemické chorobydeni) . Stejig jako ostatni
karotenoidy jep-karoten ze gevni sliznice penaSen prostdnictvim chylomikrod do

krve, kde je transportovan pomoci lipoproteif?
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1.2.2 Lykopen

Lykopen je acyklicky karotenoid, ktery je tem 8 isoprenovymi jednotkami
(jeho molekula ma 40 ataimuhliku a 11 linearh sestavenych konjugovanych dvojnych
vazeb). Nepsobi jako provitamin vitaminu A, protoZe jeho mal&k nemgg-jononovy
kruh. Lykopen je vyznamnym antioxidantem, kteréneuvnovana znéna pozornost

v souvislosti s prevenci civilizaich onemocini.Y)

Lykopen se nachazi v nemnoha potravinach. ¥&in potravin se vyskytuje
v all-trans konfiguraci, coZ je jeho termodynamicky nejstatjén forma. Vice nez 80 %
lykopenu vstupujiciho potravou do lidského organismpochazi z rajskych jalbgk
a produkt z nich vyrobenych. Lykopen je p@ém¢ stabilni Bhem zpracovani suroviny
a [ vareni, v tomatovych produktecni jeho podil az 64 % vSech karotengidatimco

ostatni karoteny pouze 15%5s.

Byl zkouman vliv mechanické homogenizace a tepa@r@bracovani se zérem,
Ze homogenizace a ueai potravy ped pozitim zlepSuje vigbatelnost a vyuZzitelnost
karotenoid vcéetré lykopenu (disociace vazeb na proteiny, disperzeotkaoidnich
krystalickych agregé) a dileZitou roli hraje i pitomnost lipidi.™

Lykopen, steja jako ostatni karotenoidy, je po esterifikaci vegotytu transporto-
van v chylomikronech cestadictus thoracicuglymfatickou cestou) do krevnihi@giste.
Specifickym nosiem lykopenu i karotenoidjsou lipoproteinyCis-isomery lykopenu jsou
|épe rozpustné v lipofilnich roztocich a mohouytbglt rychleji transportovany do bék
nebo mezi tkami. NejzavazgjSi biologicky efekt z hlediskalepSeni a udrzeni zdravi
je lykopenu a karotenaoiein pripisovan v oblasti ochrany proti oxidativnimu poz&oi

tkani®

Zdrojem lykopenu, ktery vyznamnouérou posiluje obranny mechanismus lidského
organismu proti negativnimuiapobeni reaktivnich forem kysliku, je vyvazena srav

s dostaténym zastoupenim nasi lykopenu®
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1.3 Vlastnosti karotenoidua

Karotenoidy maji Zlutou, oranZzovou &ervenou barvu a za &vnazev vdci
uhlovodiku karotenu (f(gHsg) izolovanému poprvé z mrkve. Dnes je znamikotik
set fiznych karotenoi@l podmiiujicich typickou barvu nejen mrkve, ale hapajskych

jablicek, pomeradii, merurgk, $ipka, jerabin, papriky, $afranu, kukice apod®

Karotenoidy jsou fevazre latky lipofilni, nerozpustné ve veéddolre rozpustné

v nepolarnich (organickych) rozpoestech®

S rostlinnou potravou se dostavaji do Zgoého organismu a podiniji Zluté
zbarveni vajeného Zloutku, masla i tkévych tuki. Vyznam karotenoid pro Zivaichy
spaiiva vtom, Ze jsou prekursory antixeroftalmickych antihemoraloptickych
faktoni-vitaminia A. Jsou tedy nepostradatelnymi latkami poglicimi schopnost jak

gernobilého, tak barevného vid ©

1.4 Zmény karotenoidi

Stabilita karotenoidnich barviv se v rostlinnyctetplech Ehem technologickych
operaci liSi podle typuifiomnych karotenoiil Ve wtSing piipadi se znény karotenoid-
nich barviv posuzuji z celkového poklesu obsahewarch pigmerit sledovanim zrn

absorbanceipvinové délce 450 nri?)

V kyselém prosedi podléhaji karotenoidy isomeraci. V ovoci, ktevésahuje
vétSinou polyeis-karotenoidy se tyto zémy projevuji intenzivnim zbarvenimiiPzahati
kyselych roztolt vznikd mezi jednotlivymi isomery rovnovaha, dagpeim karotenoid,

hodnotou pH, teplotou a dobou zému®

Nepiznivy vliv na stabilitu karotenoidnich barviv ma&¢to, jehoz msobenim
dochéazi kisomeraci i k tvokbepoxyderival. Karotenoidni barviva mohou byttem

technologickych operaci rowh enzymo¥ degradovanaxidasamiaperoxidasami®

Prirozené retinoidy jako jes-karoten v potravindch rostlinnéhaiyodu i estery
retinolu v potravinach ziv@Sného p@vodu jsou latky relativéh stabilni v nefitomnosti

vzduchu. Za vySSich teplot a na¢de (nag. pii konzervovani potravin) vSak mohou
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isomerovat na tzv. neokaroteny, které vykazujivétktivitaminu A, pokud maji zachovany

alespa jedeng—jononovy cyklus, ale jsou mémntenzivre zbarvené®

1.4.1 Reakce s volnymi radikaly

Predpoklada se, Zze hydroperoxidovy radikal vznikagitiautooxidaci lipidi neni
redukovan na hydroperoxid, ale je zachycen konjaggm polyenovym systémem

a vznikaji tak relativé stabilni radikaly3-karoteri stabilizované rezonanci:
R-0O-0¢ + p-karoten - R —0O — O $-karotene

Tyto radikaly se rozkladaji za odpeni alkoxylového radikalu a stabilizuji se za ¥ani

epoxidi, karbonylovych slotenin a dalSich produkt nag.:
R-0O -0 #-karotene - R - 0O+ +p-karotenepoxid
B-karotenepoxid— polarni produkty

Za anaerobnich podminek, resp. itgmnosti malého mnozstvi kysliku, kdy karoteny
vykazuji vySSi antioxidai (€inky, reagujes-karoten s dalSim hydroperoxylovym radika-

lem na finalni polarni produkty:
R-0O-0-f-karotene - R—-0O-0¢ - polarni produkty

Pt vy$Sim parcidlnim tlaku kysliku, nagii skladovéani tuku zaifstupu vzduchu,

muze vznikat nestaly peroxylovy radikal:
R-0O-0 -f-karotene +O, -~ R-0O-0 f-karoten-0 -0
Alternativre vznikaji stabilni polarni produkty:
R—-0O -0 f-karoten—O -0 - polarni produkty a radikaly

V reakcich g-karotenem, kde vystupuje hydroperoxylovy radiké+- O — Oe se miize
uplatnit také alkoxylovy radikal R — ©. ¥

Degradacip-karotenu a jinych karotenaidvznika takétfada nizkomolekularnich
produkti jako jsou uhlovodiky a kyslikaté skeniny (epoxidy, ketony, aj.), které jsou

vyznamnou slozkou aroma mnoha potrd¥in.
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2 RAJCE JEDLE (LYCOPERSICON ESCULENTUM)
¢eled’ : Lilkovité (Solanaceae

Rajéata seradi k nejhodnotSim drutim zeleniny. Z botanického hlediska jecej
ovoce, pesrEji feceno nekka bobule. Nezralé bobule &aj obsahuji alkaloid solanin, ktery
po nadrdrném poziti drazdi centralni systém adiggbuje rozpadervenych krvinek nebo
obrnu dechového centfa.

Raie je jednoleta rostlina. Ma bylinny stonek, rézeeny, vytvéejici rozkladité
kere. Listy jsou séné, kwtenstvi je vijan. Ré&pta jsou samosprasna. Plodem je bobule
s iznym p@&tem semennych komor. Plody jsostdinou zcela hladké. Zbarveni ptod
muze bytéervené, iizové, zluté nebo oranzové. Semendeataj jsou drobnd, Sedava, pokry-
ta chloupky®

Predpoklada se, Ze divoce rostouci drultaapochézi ze severni aestni ¢asti
Jizni Ameriky, odkud se rozfli do Stedni a Severni Ameriky spal® s kukuici,

v prab¢hu lidskych migraci fed zhruba déma sty lety. KdyZ se s nimi evropsti dobyvatelé
poprvé setkali v Mexiku, §stovali uz je tamni obyvatelé po cela staleti podrjy tomati,
tomatl, tumatle a tomatas. Kdyz bylod@jokolo roku 1523 poprvé dovezeno do Evropy,

povazovali je lidé kuli vyrazné vini a jasg bilému,cervenému nebo zlutému zbarveni

za jedovaté, a proto ségtovalo pouze pro okras.

Obr. 5. Rostlina rafete br®. Kwt rajcete
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Rajéata obsahuji mnoho esencialnich Zivin, htavitaminy A, C, E, folaty atrzné

biogennf prvky. Jsou také dobrym zdrojem karoteh6id

Béhem zrani mani ragata barvu ze zelenégs oranZzovou do jaservené. Rajata
a vyrobky z rajat obsahuji lykopen g-karoten.p-karoten je karotenoid, ktery je schopen
se gemenovat na retinol [épe nez jiné karotenoigiykaroten a lykopen jsou esencialni
slozky. Lykopen je hlavni karotenoid vyskytujici seagatech a vyrobcich z rk&t,
zabrauje oxidaci LDL cholesterolu a sniZuje riziko roze@terosklerézy a kardiovasku-
larnich onemoaini. Lykopen je dvakrat dinnéjSi antioxidant nez-karoten a desetkrat

(&inngjsi neZ vitamin E®

2.1 Odruady rajcat

Odridy cklime podle typuikstu, velikosti a tvaru.

Kerickova (determinantni) — rist vyhonu je uko¥en kwtenstvim, v dalSim ustu
pokraiuji bacni vyhony. Jsou to hla¥ntzv. pitimyslova rajata utena pro velkovyrobu,
sklizena kombajny a zpracovavana na dZzusiyie pyré. Vyzndéuji se pevnou duzninou
plodu a vysSi suSinou. Plody byvaji valcovité, aleulaté a vzdy pew)si. Kerickove
odridy nejsou mezi ¢stiteli piliS oblibené. P#t sem napp DIANA, MINIGOLD,
ORANZE "9 (PRILOHA I).

Tyékova (indeterminantni) — vyzna&uji se stale pokeajicim mistem hlavniho vyhonu.
Péstuji se na ope a vyZaduji vylamovani Boich vyhori, vyristajicich v uzlabi list
Pati sem nap PARTO F1, TIPO F1, TORINO F1, TORNADO E¥ (PRILOHA II).
Tiediova rajéata — plody velikosti te3ni jsou vyjimens hutné, nap MINIGOLD. 9
Koktejlova raj éata — plody maji hmotnost 20-40 g a ap®r 2-4 cm, nah

BEJBINO F1 10

Beefsteakova (vicekomorova) rd&jata — plody maji ¥tSinou &tSi maslovou duZzninu,
nag. BEEFMASTER VFN F1(9
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2.1.1 Vybrané odridy ty¢kovych rajéat

Albertovské Zluté
Polopozdni odrda ugena pro polni gstovani. Plod gedre velky (v piiméru 90 g), plose
kulovity, u stopky velmi slabZebernaty, v botanické zralosti suty. *?

Obr.7. Albertovské ZIut€PRILOHA I1I)

Dagmar
Rany az polorany hybrid vhodny pro rychleni, v égfikch oblastech i pro polnégtovani.
Plody jsou pevné s dobrou odolnosti proti praskaai pezravani.

Obr.8. Dagmar(PRILOHA 1II)

Goldkrone
Velmi rana indeterminantni oitta te&iového rajete se Zlutymi plody, dena pro
rychleni i polni gstovani. Rostlina je &dre vzristna. Kwtenstvi pevazri slozené

s vysokym pétem plodi. Plody jsou kulaté, malé, o hmotnosti 15-26%y.
Obr.9. Goldkrone(PRILOHA IV)

CherrolaF1

Vysoce vynosnd, rana, indeterminantni hybridniaddrteiového rajete, utena pro
rychleni a polni gstovani. Rostlina je vistna, stedre tolerantni k plisni bramborove.
Plody jsou kulatégervené, malé, o hmotnosti 20 - 30 g. Na jednomnuijalozrava

pramgrng okolo 20 plod.**

Obr.10. Cherrola F1(PRILOHA IV)

Stupické polni rané

Velmi ran& odiida s plody vynikajici chuti. Poloindeterminantniimth vhodna fedevSim
do okrajovych oblasti. Dopotuje se vést 2 az 3 vyhony s ukenim hlavniho vyhonu nad
4. - 6. vyhonem. Lze jej tak&gtovat jako k&ckové rage bez vyvazovani. Zalévametsi

davkou vody v dlouhych intervaleci

Obr.11. Stupické polni ranéPRILOHA V)



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 19

2.1.2 Vybrané odriady kefi¢kovych rajéat

Denéar

Vyrazné vynosna pozdfjsi odiida. Vytv&i hranaté az hruSkovité plodygtgi velikosti
se Spitkou a vysokou vyZnosti $avy. Je vhodna pro &ni i mechanizovanou sklize
zejména do laetich pid s nedostatkem vody, kam jfguukuje mohut®jSi vzrist kee.

Plody pred sklizni neopadavaji. Zdravotni stav porostwjery™®

Obr.12. Denar(PRILOHA VI)

Minigold
Tre&iova odfida s bohatymi hrozny drobnych Zlutych piqaijemné, lahodné chuti. Rana

odriida nenaréna na gdu.®®

Obr.13. Minigold (PRILOHA VI)

Oranze
Novéa odifida netradini oranZové barvy plodu s vysokym obsahem vitéam#barvenim
i dietetickymi vlastnostmi je fffazliva a vhodna igdevSim pro &i. V zralosti je rana

aZ stedr rand, na fidu nenarona. Plody jsou plo3e kulovité fstini, oranZzov&®

Obr.14. OranzgPRILOHA VII)

Sejk

Plasticka rana odda polorozkladitého vastu, pgstitelsky nenargna obdoba jako
Semarol. Plody jsou ovalrhranaté s geneticky fixovanym vysokym obsahmmveného
barviva v duznig. Proto i barva protlak a k&upi z nich vyrobenych je intenzi¥n

gervendl®

Obr.15. SejkPRILOHA VII)
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3 MOZNOSTI STANOVENI KAROTENOID U

Pro stanoveni karotendidse vyuZiva jejich barevnosti, po chromatografickeémc-
leni se stanovi spektrofotomericky. Pokud se neglégriologicky vyznamné derivaty, Ize

je stanovit pouze #ienim absorbanceip/inové délce 450 nrif

K izolaci karotenoidnich barviv z rostlinnych zajeh material slouzi bd’ ptima
extrakce acetonem, nebo extrakce diethyletheremnpalelréni alkalickym hydroxidem.
Timto zpisobem se ze vzorku odstraidiitpmné tuky, které by ve&tSing pripadi mély pri
jednotlivych karotenoidnich barviv je nutné&mkarotenoid po extrakci rozdit nékterou
z vhodnych dlicich technik. Pro praktickécely nalezla uplaténi predevSim kapalinova
chromatografie na oxidu hlinitém a #ednatém. K identifikaci Ize rowt pouzit
R (retergni faktor) po rozdleni na page s obrdcenymi fazemi nebo na tenké wstv

a po eluci rozdenych latek a spektrofotometrické charakteriZ4ci.

Pro analyzu se karotenoidy znych materidl ziskavaji extraéni metodou.

Nejvhodrgj§imi extraknimi ¢inidly jsou ethanol a hexdh’

3.1 Spektrofotometrické stanovenif—karotenu

Zlutawé zbarveny petroletherovy extrakt vzorku&sti chromatograficky na sloupci
oxidu hlinitého; karoteny se po eluci stanovi spaktometricky @i vinové délce 450 nm.
U materiah s vySSim obsahem tlkse karoteny extrahuji az po zmydalh Metodu Ize
pouzit pro vSechny druhy potravisiaych surovin i potravin. Pouzetgobycisteni mohou

byt v jednotlivych pipadech rozdiliné®

3.2 Stanoveni retinolu ap—karotenu kapalinovou chromatografii

Retinol a p-karoten se izoluji ze vzorku ®apgji po zmydel@ni extraktu
n—hexanem, &i se na sloupci oxidu hlinittho sobsahem 5 % valystanovi
se spektrofotometricky. Taktéz Ize pouzit extraktinolu ag—karotenu pomoci n—hexanu

a methanolu. Rozpusté vzorky v methanolu Ize aplikovat na kolonu zazit methanolu



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 21

jako imobilni faze. Pokud se pouZije UV/VIS (Ultraket/Visible) detektor, pak tyto latky
maji absorbanciip450 nm. Metoda je vhodna pro vSechny druhy patratasahujici vyssi
mnozstvi retinolu gé—karotenu. Ve srovnani s klasickymi metodami je¢méaychla.

Déleni lze provad& automaticky za pouziti vhodnéhorizeeni pro kapalinovou chromato-
grafii.™®
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4 VYSOCEUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Chromatografie je sepaia proces, H kterém se latky rozduji mezi dw nemisitelné
faze, jednu pohyblivou (mobilni) a druhou nepohyili (stacionarni), na zaklad

fyzikalns-chemickych interakci jako jsou adsorpce, iontoy@sna apod*®

Pti praichodu kolonou kazda molekula vzorkieple mnohokrat z proudu mobilni faze
na povrch sorbentu a &p V kazdém okamziku musi byt systém blizko rovrigyédy
pocet sorbovanych molekul seilplizné rovna pétu molekul desorbovanych. Chromato-
graficka kolona je vS8ak dynamicky systém, kterydgiknemiZze dosahnout skuieé
rovnovahy. Doba, kterou mérna molekula uifité slozky setrvava na povrchu sorbentu,
zavisi na velikosti interakce mezi slozkou a sotbena utuje pdadi, v jakém slozka
vychéazi z kolonyCim vétSi je interakce, tim po#fl slozka vychazi - tim massi retedni

¢as.®

Kapalinova chromatografie se vyuziviegevsim k separaci €si latek, které jsou
netkavé nebo Spatntékavé a termicky labilni (az 85 % vSech slemin). K separaci
vyuziva fizné systémy pevné nebo kapalné stacionarni fazapalié mobilni faze.
O separaci slozek vzorku rozhoduji nejen jejiclerakce se stacionarni fazi, ale ré&n
velmi vyrazié pouzita mobilni faze. Podle uspdani stacionarni faze rozliSujeme

kolonovou a tenkovrstvowj papirovou chromatograff”

V kapalinové chromatografii se vyuZivajityii systémy podle igvaZzujiciho

mechanismu separace:
- kapalinova adsotmi chromatografie (LSC, Liquid-Solid Chromatography
- kapalinova rozé8ovaci chromatografie ( LLC, Liquid-Liquid Chromag@phy),
- gelova permeami chromatografie (GPC, Gel Permeation Chromatdgap

- jontow¢ vymenna chromatografie (IEC, lon Exclution Chromatodmgp®©®

Vysoceinna kapalinovd chromatografie je segaiametoda, ktera se vyuziva
k rozcElovani smési a naslednému stanovovani jednotlivych sloZzekssmhodnou
metodou. Tato metoda ma velmi Siroké pouZiti, vyaf@se rychlosti a vysokou citlivosti.

HPLC sertadi do sloupcové chromatografie. Sloupec obsahigeiomarnicast, ktera
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je spojena s vhodnou matrici a je urdist do kovové kolony, a pohyblivatast, ktera

prochazi kolonou. Rchod mobilni faze neni samovolny, je nutno poggipadia®?

4.1 Technika separace latek

Chromatografickou separaci latek v kaldme provestiemi rozdilnymi technikami:

1. Frontalni
2. Vytéshovaci
3. Eluéni

4.1.1 Frontalni chromatografie

V pripact frontalni chromatografie je vzorekimo rozpu&tn v mobilni fazi nebo
slouzi jako mobilni faze. P pratoku lozem stacionarni faze jsou zadrzovany slozky
s velkym rozdlovacim koeficientem aZ k nasyceni stacionarni f&femi slozkami
piivadéné sngsi. Poté je z kolony vymyvana nejmééradrZzovana slozka, po ni &smprvni
slozky a silgji sorbované slozky atd., az nakonec je z kolonynywana sms téhoz
sloZeni, jako je vzorek v mobilni fazi. V¢imou mobilni faze se vzorkem Zistou mobilni
fazi se dosahne resorpce slozekisinmezi stacionérni fazi v opl@ém pdadi. Nejprve
se eluovana sés vSech slozek, poté post@gednotlivé snisi zmensené vzdy aedchozi
nejmért sorbovanou sloZzku, az nakonec samotnd nejviceogand sloZzka a za ni
samostatna mobilni faze. Vysledkem je separace epoggmén a nejvice sorbované

slozky ze vzorku®”

4.1.2 Vytésiovaci chromatografie

Chromatogram slozek sisi se vyviji proudem sithse sorbujici kapaliny nebo
plynu. Mobilni faze sorbuje si#ji nez kterakoliv sloZka vzorku aipobi jako vyEsiovaci
¢inidlo, pricemz tl&i vzorek ged sebou. Vysledkem jsou zony, které nejsoucley

mobilni fazi a chromatogram ve fogratupii. “°
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4.1.3 Eluéni chromatografie

Pti elucni chromatografii je analyzované &snednorazo¥ vnasena doipruseného
nebo nepetrzitétho proudu mobilni faze. Podminkou &sp@ separace je, aby slozka
vzorku byla stacionarni fazi zadrzovana gilmez slozky mobilni faze. Jednotlivé slozky
jsou eluovany v pi@adi rostouci velikosti interakce se stacionarni fazs@u oddleny

gistou mobilni fazi®®

4.2 Sowasti kapalinového chromatografu
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Obr.16. Sowasti kapalinového chromatograftf®

Systém HPLC se sklada ze zasobniku mobilnich ¢égpadla (pumpy), davkova-

ciho zdizeni, rozdlovaci kolony, detektoru a vyhodnocovacih#izeni.®®

4.2.1 Zasobnik mobilnich fazi

Kapalinovy chromatograf fize obsahovat zsobniky na vice kapalin a je mozné
naprogramovat z&eni protizeni zmn ve sloZeni vysledné mobilni fazeustava-li
sloZzeni mobilni faze stalé, hawme o isokratické eluci. Pokud Ize sloZzeni mobflde

menit v pribshu analyzy, hoviime o eluci gradientov&
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VSechna rozpustlla pro pouziti v HPLC systému musi bytteqdSténa, protoze

stopy gHitomnych neistot mohou ovlivnit kolonu a zasahovat do detéko systému?Y

4.2.2 Cerpadla (pumpy)

Kapalina se do kolongerpa pistovymi nebo membranovyierpadly. Obvykle
pracuji d cerpadla tak, aby na sebe navazovaly faze vytlakéze sani®® Pri kazdém
pohybu pistu nebo membranyted dochazi k vytkeni malého objemu mobilni faze
do chromatografického systému & pohybu zgt se komora naplni. MnoZzstvi dodavané
mobilni faze sefidi vySkou zdvihu pistu nebo membrarerpadla musi zaji§vat
konstantni pitok mobilni faze. VSechnyasti cerpadla, které jsou ve styku s mobilni fazi,
musi byt zhotoveny z takovych matetiahby nedochazelo ke kontaminaci mobilni faze

nebo ke korozigchto sasti.*®

4.2.3 Déavkovaci z&izeni

Vzorek se davkuje do kolony duprimym néstikem injelkeni stikackou, nebo
piedfazenou davkovaci sreou. Injekeni stikacka je opatena dlouhou jehlou, aby bylo
mozno vnést vzorek az nacatek naply, a to do sedu phirezu kolony. Nasikovaci
hlava musi mit maly objem a cely prostor musi lykahale vyplachovan mobilni fazi.
Druhy zpisob davkovani pouziva Sesticestny kohout s davk@ragkou. Ri davkovani
se nejprve naplni snika vzorkem a potom se kohoutpne do druhé polohy, kdy eluent
protéka sm§kou a unasi vzorek do kolony. Davkovaci gkyyumoziuji davkovat i ¥tSi

mnoZstvi vzorku aZ do tlaku 40 MPY)

4.2.4 Kolona

Kolony pouzivame pouze ndiplvé. Jsou ze silného borosilikatového skla proinizs
tlaky nebo z nerezajici oceli pro tlaky vysoké (kolem 50 MP&ro analytické &ely

se pouzivaji kolony o délce 5 az 30 &H.
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Charakter stacionarni faze zavisi na chromatodgéficsystému. V HPLC s&sto
vyskytuji pojmy "normalni faze" a "reverzni fazéJ.normalnich fazi je stacionarni faze
polarni a mobilni faze je nepolarni. B&$gji se, jako stacionarni faze, pouziva alkylamin
vazany na silikagel. Mobilni fazi je obvykle orgek@ rozpousidlo, nag. hexan, heptan,
dichlormethan nebo ethylacetat.r®di vymyvani analyt je takové, Ze nejmén polarni
latka je eluovana jako prvni a nejvice polarni dajeko posledni. U chromatografie
s obracenymi  fazeni RP-HPLC (Reversed-Phase HighrforfReance Liquid
Chromatography) je stacionarni faze nepolarni ailmiofaze polarni. Stacionarni faze
musi byt inertni a s analyty se vytg pouze hydrofobni vazby. Mobilni fazi je obwykl
voda nebo vodné roztoky pufrmethanol, acetonitril, tetrahydrofuran nebo jejgnesi.

Polarni latky jsou eluovany jako prvni, nepoladatky jako poslednf*V

4.2.5 Detektory

V sowasné dobjsou v podstatvsechny typy pouzivanych detekidoncentrani

a lze je rozdlit do dvou skupin a to na:

1. Selektivni, jejichz signal je Gémy pouze koncentraci detekované komponenty

v eluentu,

2. a univerzalni, jejichz signal je wmmy celkové vlastnosti eluentu jako celku,

tj. mobilni fazi a detekované komponer{ty?

Na detektor jsou kladeny dité idealni poZadavky:
- moznost detekce vSechifpmnych komponent (univerzalnost),

v s

- odezva detektoru by #a byt okamzitd a linearni v co nejSirSim

koncentrégnim rozmezi (Siroky lineasndynamicky rozsah),
- vysoka citlivost a nizkou UroieSumu,
- robustni ¥i¢i zmeném tlaku, pitoku mobilni faze a teploty,
- mimokolonovy pispevek k rozstovani elg¢nich zon co nejmensi,

- umoznit gradientovou elucf?
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V praxi jsou nejasgji pouzivané tyto detektory:
1. Fotometricky detektor (UV/VIS)

VétSina organickych latek absorbuje v oblasti UMterd, rékteré i ve viditelné
oblasti s¥tla. Detektory pracuji bil s fixni vinovou délkou (neépsgji 254 nm),
s moznosti vyéru rekolika vinovych délek, nebo jsou opaty monochroméatorem
a pracuji na principu spektrofotometru v rozsah®-400 nm. S#tlo zdroje prochazi
praitokovou celou, intenzita proSlého paprsku jeiena fotondsobem, kontinuald

se snima signal eluovanych sloZék.

2. Detektor diodového pole DAD (Diode Array Detegto

Umoziuje ziskat spektralni data latek vip¢hu celé analyzy. Rtokovou celou
prochazi polychromatické &do, transmitované zani je spektrak rozkladano
holografickou niiizkou, takZze na kazdou z miniaturnich fotodiod uénigch na destce
0 délce cca 1 cm dopadarizg tok o ukité vinové délce zeslabeny absorpci utpkové
cele detektoru. PouZiti DAD je podnifro softwarovym zézemim, které unioje
nag. pribézné hodnoceni tzv.cistoty pikd", identifikaci neznamych sloZzek pomoci
spektralni knihovny, rychlé stanoveni absmipo maxima latky, kvantifikaci ptk

s odlisnymi spektralnimi vlastnostnfi”

3. Elektrochemicky detektor

Umoziuje stanovit velmi nizké koncentrace latek v eluenfripads, Ze tyto latky
jsou elektrochemicky aktivni (redukovatelné nebaloxatelné€). Mti se proud protékajici
mezi polarizovatelnou pracovni elektrodou a pomaocredektrodou v zavislosti na
vlozeném nafti. Detektor pracuje kbl jako polarograficky se rtovou kapkovou
elektrodou, nebo s tuhou elektrodou zhotovenou.magrafitu. Obect se tento detektor
nehodi pro detekci gradientové eluéd.

PouZivaji se dva typy detekior a to amperometrické nebo kulometrické.
Elektrochemicky detektor se ®aptji pouziva pro analyzovani katecholarirvitamini

a antioxidant. @Y
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4. Hmotnostni detektor LC/MS (Liquid Chromatograplyith Mass Spectroscopy

Detection)
Snimani hmotnostniho spektréhlem eluce latek je velmi vyhodné pro strukturni
analyzu a identifikaci latek ve slozitych &sich. Technicky vyhodné prdimpé napojeni je

pouzivani mikrokolon a kapilarnich koldff’
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. PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA

5.1 PouZzité pFistroje a pomicky

e Standardni laboratorni vybaveni:

piedvazky (Kern, Germany)

analytické vahy (Adam, AFA 210 LC, Schoeller instients)
lednice (Whirlpool)

temperovana vodni laze tepakou (Memmert)

digestd (MERCI s.r.0.)

vakuova odparka (INGOS, RVO 400 A)

hlinikova folie

filtra¢ni aparatura

filtra¢ni papir (FILTRAK No0.390, g 12,5 cm)

béZné laboratorni sklo a paroky

e Specidlni z&zeni:

Aparatura pro HPLC:

pumpa (ESA, USA)
detektor (Coulochem llI, ESA, USA)

davkovaci ventil analyticky snilgovy (davkovaci smika o objemu 2Qul,
Rheodyne, USA)

kolony (C8 Supelcosil 150 x 4,6 mmurd; C30 YMC Carotenoid S5
4,6 x 250 mm, pm ; C18 Supelcosil LC18-DB, 250 x 4,6 mnyrh)

termostat kolony
Guard cela 5020

Analyticka cela 5010A
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- PC s vyhodnocovacim programem Clarity
Davkovaci stikacka (objem 5Qul, Hamilton, Reno, Nevada)
Mikrofiltry 0,45 um (Cronus filter, Nylon 13 mm x 0,48m, UK)
Aparatura na filtraci mobilni faze (SUPELCO)

Filtry 0,2 um (SUPELCO, USA)

Injekéni stikacka (Chirana, SR)

5.2 Material

5.2.1 Vzorky raj ¢at

Vzorky ragat byly zakoupeny v obchodni siti Interspar. Jenlsal o rajata, ktera byla

dovezena ze Spéska.

5.2.2 Obsahgp-karotenu v rajéatech

Z dostupné literatury byly¢erpany informace o fplizném obsahug-karotenu
v rajcatech. Hiemer uvadi, Ze ve zkoumanych vzorcictatdpylo stanoveno 0,543 mg
p-karotenu ve 100 gerstvé hmoty. K tomuto stanoveni bylo pouzito Lstlinné tkas

a byla pouzita metoda RP-HPLC s programovatelnotnamvinové délky®?

5.2.3 PouZzité roztoky a chemikalie

standargs-karotenu (Fluka)

redestilovana voda

ethanol pro HPLC (LiChrosolv, Merck KgaA, Germany)

methanol pro HPLC (LiChrosolv, Merck KgaA, Germany)

acetonitril pro HPLC (LiChrosolv, Merck KgaA, Germg
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HsPO, (LACHEMA Brno, zavod Neratovice)

aceton (PENTA, Ing. Petr Svec, Chrudim)

n-hexan (PENTA, Ing. Petr Svec, Chrudim)

chloroform (PENTA, Ing. Petr Svec, Chrudim)

5.3 Analyza jednotlivych vzorki

5.3.1 Extrakce karotenoida z raj¢at

Pokrajenécerstva rajata byla rozmixovana ponornym mixérem a ze ziskanéty
byly provadny navazky na jednotlivé extrakce. Navazka na jeskitakci byla 5 g vzorku.

Navazka byla provedena gegnosti na 0,0001 g.

a) Kjednotlivym navazkam vzorku v zabrusovychinkéch byla pidavana #zna

extrakéni ¢inidla.
Pouzita rozpoustla: ethanol, aceton, hexan, chloroformiid@ny objencinil 10 ml.

Smesi:  ethanol:aceton (50:50), ethanol:hexan (50:3@gton:hexan (50:50) —figany

objemcinil 20 ml, od kazdého rozpousgtia bylo pouZzito 10 ml.

Po gidani rozpougdel byly vzorky tepany viepace a zarovi extrahovany po
dobu 20 minut p laboratorni teplat Zabrusové hgy byly obaleny Al-folii. Paralekd
druhacast vzork byla extrahovana vigpaci vodni lazni vyidté na 35°C. Extrakce
pomoci chloroformu byla provedena pouze lpboratorni tepldt Po skoteni extrakce

byly jednotlivé béky vyhodnoceny.

b) Podle vysledik piedchoziho experimentu byl proveden nasledujici mxest.
Byla provedena extrakce vzorku daf @i laboratorni teplat Byly pouZzity sndsi
rozpoustdel ethanol:hexan (50:50) a aceton:hexan (50:50).
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Do 4 zabrusovych b&hk bylo navdzeno 10 giipraveného vzorku r&at s gesnosti
na 0,0001 g . K navazce vzorku bylidany sngsi rozpoustdel v celkovém mnoZzstvi
20 ml. Do dvou ba¥k se vzorkem bylaijlana sms ethanol:hexan (50:50) a do zbylych
dvou snés aceton:hexan (50:50). Nasledovala extrakciepatce po dobu 20 minut.
Po extrakci byla provedena optimalizace &ddi vyextrahovaného podilu vzorku
s karotenoidy a zbyléasti vzorku. Obsahy bak, kazdé s jinou sisi rozpousidel, byly
prefiltrovany gres filtratni papir, filtrdt byl jiman da@isté a suché kadinky za riéggiupu
swtla. Obsahy zbylych dvou bd&k byly kvantitativie prevedeny do &icich nalevek.
PortvadZ nebylo mozné wtici ndlevce srés rozpousdtdel a vzorku kvantitativhoddtlit,
byla dalSicast experimentu provedena pouze se ziskanymityiltigyto ziskané filtraty
byly prevedeny do varnych b&k a odp#eny na vakuové odparcéi peplot vodni lazr
do 40°C. Doba odgavani byla 3-5 minut. Ziskané odparky byly nastedozpusgny.

Jeden odparek byl rozpesty 5 ml ethanolu a druhy odparek v 5 ml methanolu.

5.3.2 Optimalizace podminek izol&niho procesu

Pokrajené r&e bylo rozmixovano a ze vzniklé hmoty bylo odvazetw dvou
zabrusovych batk po 10 g vzorku sigsnosti na 0,0001 g. Do jednéikg byla gidana
smeés rozpousidel ethanol:hexan (50:50) a do druhé aceton:heXdh5@). Baky
se vzorkem a rozpouslly byly uzaveny, obaleny Al-folii a vloZzeny dadpaky, kde byly
ttepany po dobu 20 minutigeplo& 35°C. Po ukogeni extrakce byla odebranma vrstva
extraktu a byla off pfidana smis rozpousdidel. Nasledovala druha extrakce po dobu
20 minut za stejnych podminek. Po u&eni extrakce byly oba filtraty slity dohromady
a peefiltrovany ges filtraini papir. Filtraty byly kvantitativhptevedeny do varnych bék
a rozpousidla byla odp#ena na vakuové odparcei geplog lazre do 40°C. Doba

odpd&ovani byla 3-5 minut.

a) Odparek ziskany odfgnim sngsi aceton:hexan byl rozpgatve 20 ml ethanolu.
Vznikly roztok byl gefiltrovan ges nylonovy filtr s velikosti pdr0,45um. Nasledovala
zkouska, zda se roztok nebude srazet s mobilnip@zzivanou p HPLC. Mobilni faze

byla sloZena ziefiltrované snisi methanol:HPO,:redestilovana kD (99:0,5:0,5). Vzorek
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se s mobilni fazi nesrazel a mohl byt aplikovan keéonu. Po nastaveni paramietr

na detektoru byl na kolonu né&g&nut vzorek. Objem davkovaci stiky byl 20ul.

Prvni nefeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 ni&/,2 = 400 mV,
G = 650 mV. Ritok mobilni faze byl 1 ml.min, eluce probihala izokraticky a byla
pouzita kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 mnub.

Pro druhé ra‘eni byly parametry detektoru zZmény: E 1 = 500 mV, E 2 = 600 mV,
G = 750 mV. Ritok mobilni faze byl 1 ml.min, eluce probihala izokraticky a byla
pouzita kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 mnub.

b) Odparek ziskany odpim sndsi ethanol:hexan byl také rozpéstve 20 ml
ethanolu. Vznikly roztok byl igfiltrovan ges nylonovy filtr s velikosti pdr 0,45.m.
Nasledovala zkouSka, zda se roztok nebude sraheb#ni fazi pouzivanouipHPLC.
Mobilni faze byla sloZzena Zgfiltrované smisi methanol:HPOyredestilovana kD
(99:0,5:0,5). Vzorek se s mobilni fazi nesrazel ahimbyt aplikovan na kolonu.

Po nastaveni paramétna detektoru byl na kolonu ng&E&hut vzorek. Objem davkovaci
smycky byl 2Qul.

Prvni nefeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 ni&/,2 = 400 mV,
G = 650 mV. Ritok mobilni faze byl 1 ml.min, eluce probihala izokraticky a byla
pouzita kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 mnub.

Pro druhé ra‘eni byly parametry detektoru zmény: E 1 = 500 mV, E 2 = 600 mV,
G = 750 mV. Ritok mobilni faze byl 1 ml.mih, eluce probihala izokraticky a byla
pouzita kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 mnub.
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5.4 Vytvoreni metodiky na stanovenp-karotenu

5.4.1 Kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 mm,uén.
5.4.1.1 Standard rozpugny v ethanolu

Byla zkouSena metodika na stanovghkarotenu. Byl pouzivan standard
S-karotenu rozpushy v ethanolu atzné typy mobilni faze oazném slozeni siznymi
pomery jednotlivych komponent. Btok mobilni faze kolonou byl zvy$en na 1,1 ml.thin

a eluce probihala izokraticky. Objem davkovaci &wgyoyl 20 pl.
Typy mobilnich fazi:
a) ACN (acetonitril):rH 0O (redestilovana voda):HPO, (99:0,5:0,5)

Prvni méfeni probihalo $ parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngfeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&vV,2 = 400 mV,
G =750 mV.

b) ACN:rH ,0:H3PO;4 (80:19,5:0,5)

Prvni méfeni probihalo $ parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngfeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

c) ACN:rH ;0O:H3PO, (70:29,5:0,5)

Prvni méfeni probihalo $ parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngfeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.
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d) ACN:rH ,0:H3PO, (50:49,5:0,5)

Prvni nmefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

e) MetOH (methanol):ACN: H3PO, (90:9,5:0,5)

Prvni nefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

f) MetOH:ACN: H3PO, (70:29,5:0,5)

Prvni nefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

g) MetOH:ACN: H3PO, (50:49,5:0,5)

Prvni nefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.
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h) MetOH:ACN: H3PO, (30:69,5:0,5)
Prvni nmefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

ch) MetOH:ACN: H3PO, (10:89,5:0,5)

Prvni nmefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

5.4.1.2 Standard rozpu@ny v mobilni fazi

V rdmci optimalizace metodiky bylo také odzkouSemda by vzorek mohl byt
rozpusény v mobilni fazi. Byly pouzity mobilni faze o sleidi MetOH:ACN:HPO,
(90:9,5:0,5) a MetOH:ACN:pPO, (70:29,5:0,5). Ritok mobilni faze kolonou byl
1,1 ml.min* a eluce probihala izokraticky. Objem davkovaci &yl 20 ul. Pro nieni
byl pouzit standarg-karotenu rozpushy v piislusné mobilni fzi. Byla pouZita kolona
C8 Supelcosil 150 x 4,6 mm,én.

a) Mobilni faze MetOH:ACN: H 3P0, (90:9,5:0,5)

Prvni méfeni probihalo $ parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngfeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&vV,2 = 400 mV,
G =750 mV.
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b) Mobilni faze MetOH:ACN: H 3P0, (70:29,5:0,5)
Prvni nefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

5.4.2 Kolona C30 YMC Carotenoid S5 4,6 x 250 mm,jgn

Pro zjiseni, zda by nebylo mozné pouzit kolonu jiného tyguzkouSen dalSi druh
kolony. Byla pouzita a vyzkouSena kolona C30 YMQd@enoid S5 4,6 x 250 mmuBn.
Pro nefeni byly pouzity mobilni faze o slozeni MetOH:ACNRD, (90:9,5:0,5)
a MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5), natikavany vzorek byl rozpudty v ethanolu.
Pritok mobilni faze kolonou byl 1,0 ml.mina eluce probihala izokraticky. Objem
davkovaci smky byl 20pl.

a) Mobilni faze MetOH:ACN: H 3P0, (90:9,5:0,5)

Prvni nmefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

b) Mobilni faze MetOH:ACN: H 3P0, (70:29,5:0,5)

Prvni nmefeni probihalo p parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngieni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.
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5.4.3 Kolona C18 Supelcosil LC 18-DB 250 x 4,6 mmy#n

Daéle byla pouzita kolona C18 Supelcosil LC18-DB 2506 mm, im. Pro néteni
byly pouzity mobilni fdze o slozeni MetOH:ACNsPIO, (90:9,5:05)
a MetOH:ACN:HBPO, (70:29,5:0,5), nasikdvany vzorek byl rozpudty v ethanolu.
Pritok mobilni faze kolonou byl 1,1 ml.mina eluce probihala izokraticky. Objem
davkovaci smiky byl 20pl.

a) Mobilni faze MetOH:ACN: H 3P0y (90:9,5:0,5)

Prvni méfeni probihalo $ parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngfeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

b) Mobilni faze MetOH:ACN: H 3P0, (70:29,5:0,5)

Prvni méfeni probihalo $ parametrech detektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600, mV
G =750 mV.

Druhé ngfeni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 n&v,2 = 400 mV,
G =750 mV.

5.5 Sestrojeni kalibraéni kiivky pro stanovenig-karotenu

Na zaklad vyzkouSenych druh kolon a mobilnich fazi byla kalibtai kiivka
nantiena na kolo& C18 Supelcosil LC18-DB 250 x 4,6 mmurh, s pouzitim mobilni
faze o slozeni MetOH:ACN4RPO, (70:29,5:0,5) i nastavenych parametrech detektoru
E1=500mV, E2=600mV, G=750mV.

Jako standargb-karotenu byl pouzit standard od firmy Fluka. 0,§5standardu
S-karotenu bylo rozpu&ho v ethanolu ve 100 ml odiimé baice a doplino ethanolem
po rysku. Vychozi koncentrace roztoku byla 58@.ml'. Ze zasobniho roztoku byly

piipraveny dalSinrednim ethanolem kalibeai roztoky o koncentraci 25, 50, 100, 200,
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300 a 40Qug.mi™*. Kalibraini kiivka byla sestavena jako zavislost plochy piku (s1yna

koncentraci roztoky-karotenu gg.mr?).

5.6 Stanovenip-karotenu ve vzorku rajcete

5.6.1 Cerstvé rajée

Izolace s-karotenu z rdjete byla provedena dle postupu uvedeného v kapit@e.
Odparek byl rozpush v 5 ml ethanolu, fgfiltrovan ges nylonovy filtr s velikosti pdr
0,45 um a aplikovan na kolonu. Pouzita mobilni fazelanslozeni MetOH:ACN:BEPO,
(70:29,5:0,5). Ritok mobilni faze kolonou byl 1,1 ml.min objem davkovaci sniiy

20 ul a eluce probihala izokraticky.

Méteni probihalo B nastavenych parametrech detektoru: E1 = 500 BER/= 600 mV,
G = 750 mV, na kolon C18 Supelcosil LC18-DB 250 x 4,6 mmyrh, pi teplog 30°C.
Kazdy vzorek byl msfen gitkrat. Z nandtenych hodnot bylo podle rovnice z kalibna

kiivky vypoctenox (koncentracg-karotenu obsazeného ve vzorkiiedg).

y = 0,3026x + 10,353

= y—10,353d3thano(ml) D100

— mg .100g" serstvé hmoty
03026 navazk&g) 1000

5.6.2 Rajée po trech tydnech skladovani

Izolace f-karotenu z rajete byla provedena dle postupu uvedeného v kapht@e.
Odparek byl rozpush v5 ml ethanolu, igfiltrovan ges nylonovy filtr s velikosti pdr
0,45 um a aplikovan na kolonu. Pouzitd mobilni fazeélanslozeni MetOH:ACN:EPO,
(70:29,5:0,5). Ritok mobilni faze kolonou byl 1,1 ml.mifn objem davkovaci sniiy

20l a eluce probihala izokraticky.
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Méteni probihalo p nastavenych parametrech detektoru: E1 = 500 BER/= 600 mV,
G = 750 mV, na kolon C18 Supelcosil LC18-DB 250 x 4,6 mmurh, pi teplog 30°C.
Kazdy vzorek byl nsten pEtkrat.

Podminky skladovani: v ledite (i teploi 4 °C a v laborato pii teplot 23 °C.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Vysledky extrakcep-karotenu z rajéete

a) Extrakcep-karotenu byla provedena dle postupu uvedenéhopidta 5.3.1.
Ke vzorku byly gidany snési rozpoustdel v mnozstvi 10 ml od kazdého rozp@df.
Extrakce probihala wépaci vodni lazni vyiaté na teplotu 35°C po dobu 20 minut.

Tab.3: Extrakce karotenoid p#i laboratorni teplo#

rozpoustédlo | etha- |aceton|hexan| chloro- ethanol | ethanol aceton
nol form aceton hexan hexan
extrakce - - - - - + +

Tab.4: Extrakce karotenoid p#i teplot vodni lazé 35°C

rozpoustédlo

ethanol

aceton

hexan

ethanol:aceton

ethanol:hexan

aceton:hexan

extrakce - - - - + +

+ pozitivni reakce
- negativni reakce

Dle vysledki experimentu Ize usoudit, Ze pro extrakci karoteinaie vzorku rajete nejsou
vhodnymi rozpougtly ethanol, aceton, hexan, chloroform asmathanol:aceton (50:50).
Vhodnymi rozpou&dly pro extrakci se ukazaly byt €si ethanol:hexan (50:50)

a aceton:hexan (50:50).

b) Extrakcep-karotenu byla provedena dle postupu uvedenéhidta 5.3.1.
Ke stanoveni byly pouzity sfsi rozpoustdel ethanol:hexan (50:50) a aceton:hexan
(50:50). K oddleni snési rozpoustdel od zbytku vzorku ragte byly pouzity #zné
postupy. Z vysledk provedeného experimentu vyplynulo, Ze nejviig&im zpisobem
na odaleni snési rozpoustdel od zbytku vzorku ragte je metoda filtkni, za pouZiti

modrého papirového filtru, typ FILTRAK No0.390, @,82m. Ri déleni pomoci dlici
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nélevky doslo k ucpani vytékaciho otvoru zbytkerorkm. Po odpi&ni snési rozpoust-
del pouzitych k extrakci, na vakuové odparce, bdgkan odparek. Ziskany odparek byl
kvantitativre rozpusén v ethanolu. B rozpoustni v methanolu doslo ke vzniku sraZzeniny

a zakalu.

6.2 Vysledky optimalizace extrakiniho postupu s naslednou analyzou
na HPLC-ECD

a) Extrakcep-karotenu byla provedena dle postupu uvedenéhopidia 5.3.2.
Po gipraw vzorku byla provedena jeho analyza na HPLC-ECBdwinkami uvedenymi
v kapitole 5.3.2. Pro analyzu byla pouZzita mobi&ze MetOH:rHO:HsPO, (99:0,5:0,5).

Obr.17. Chromatogram. Extrakce karotenaidsmesi aceton:hexan (50:50)if nastaveni
parametui detektoru E1 = 300 mV, E2 = 400 mV, G = 650 ngRRILOHA VIII)

Na chromatogramuopr.17) se objevilaiada pik, ale Zadny z nich nema reten cas,

ktery by odpovidal retémimucasup-karotenu.

Obr.18. Chromatogram: Extrakce karotenaidsmési aceton:hexan (50:50)#b nastaveni
paramete; detektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV, G = 750 nfRRILOHA VIII)

Na chromatogramuopr.18 se objevilatada pik. Pik p-karotenu by mohl byt pik

v reter@nim ¢ase 3,80 min.

b) Extrakcep-karotenu byla provedena dle postupu uvedenéhidia 5.3.2.
Po pipraw vzorku byla provedena jeho analyza na HPLC-ECBdwinkami uvedenymi
v kapitole 5.3.2.

Obr.19. Chromatogram: Extrakce karotenaidsnési ethanol:hexan (50:50) i nasta-
veni parameti detektoru E1 = 300 mV, E2 = 400 mV, G = 650 nfRRILOHA 1X)

Na chromatogramuopr.19 se objevilarada piki. Pik g-karotenu by mohl byt pik
v reterénim ¢ase 4,12 min. Tento retén ¢as je ale oproti reténimu ¢asu f-karotenu

mirn¢ posunuty.
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Obr.20. Chromatogram: Extrakce karotenaidsnési ethanol:hexan (50:50) i nasta-
veni parameti detektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV, G = 750 nfRRILOHA 1X)

Na chromatogramuopr.20 se objevilarada piki. Pik g-karotenu by mohl byt pik
v reterénim ¢ase 4,13 min. Tento retém ¢as je ale oproti reténimu ¢asu f-karotenu

mirné¢ posunuty.

Pilotni meteni slouzila k ziskani prvotnich chromatogéanpro optimalizaci
podminek izol&niho procesu. Vzorek ziskany odpaim smdsi aceton:hexan byl e
rozpustny v ethanolu, alefgsto vykazoval uspokojivé vysledkyiphromatografickém
stanoveni @br.17., obr.18. Vzorek ziskany odganim smisi ethanol:hexan se lépe
rozpoustl v ethanolu, p stanoveni vykazoval méndobré vysledky dbr.19., obr.20.
Pii pouZziti sngsi extraknich rozpou&del aceton:hexan bylo lepSi¢teni @i pouZziti
parameti E 1 = 500 mV, E 2 = 600 mV, G = 750 mV nastawtnga detektoru. Pokud
byla pouZzita sis extraknich rozpou&idel ethanol:hexan, bylo lepSicheni @i nastaveni
parametii E 1 = 300 mV, E 2 =400 mV, G = 750 mV nastawtnya detektoru. Nejlepsi
vysledky byly tedy ziskanyippouZziti sngsi extraknich ¢inidel aceton:hexan (50:50) & p
nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV, G = 750 mV.
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6.3 Vysledky méreni optimalizaénich HPLC podminek pro standard
p-karotenu
Pro nmefeni byla pouzita kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 rapom.

a) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze o sloZ6@N:rH,O:HsPO, (99:0,5:0,5)
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Obr.21. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze ACN:rHO:H3PO, (99:0,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV, G =750 mV

Na chromatogramuopr.2l) nebyl zjiS¢én zretelny pik s-karotenu. Pik, ktery se objeuvil

v retertnim ¢ase 3,65 min., jeifis maly.
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Obr.22. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze ACN:rHbO:H3PO, (99:0,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 mV, G =750 mV.
Na chromatogramuopr.22) se objevil v retetnim ¢ase 2,92 min. pik, ktery by mohl byt

pikem p-karotenu, ale jeifliS maly a mirg rozmyty.

b) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze o slo&@N:rH,O:H3;P0O, (80:19,5:0,5)
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Obr.23. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolup# pouZziti mobilni
faze ACN:rHbO:H3PO, (80:19,5:0,5) i nastaveni parametr detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV, G = 750 mV.

Na chromatogramuwpr.23 neni zetelny Zadny pik, ktery by mohl byt pikefrkarotenu.
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Obr.24. Chromatogram: Standar@-karotenu rozpudny v ethanolu @i pouZiti mobilni
faze ACN:rHO:H3PO, (80:19,5:0,5) pi nastaveni parameir detektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.24) neni zetelny Zadny pik, ktery by mohl byt pikefrkarotenu.

¢) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze o sloZ8@N:rH,O:HsPO, (70:29,5:0,5)
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Obr.25. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze ACN:rHO:H3PO, (70:29,5:0,5) pi nastaveni parameit detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.25 neni Zetelny zadny pik, ktery by mohl byt pikegirkarotenu.
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Obr.26. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze ACN:rHO:H3PO, (70:29,5:0,5) pi nastaveni parameit detektoru E1 = 300 mV,
E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.26) neni Zetelny zadny pik, ktery by mohl byt pikegirkarotenu.

d) Pro analyzu byla pouZzita mobilni faze o sloz&@N:rH,O:HsPO, (50:49,5:0,5)
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Obr.27. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze ACN:rHO:H3PO, (50:49,5:0,5) pi nastaveni parameit detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.27) neni Zetelny zadny pik, ktery by mohl byt pikegirkarotenu.
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Obr.28. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpudny v ethanolu @i pouZziti mobilni
faze ACN:rHO:H3PO, (50:49,5:0,5) pi nastaveni parameir detektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 mV, G = 750 mV.
Na chromatogramuwpr.28 neni zetelny Zadny pik, ktery by mohl byt pikefrkarotenu.

e) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze o sloadaftOH:ACN:H;PO, (90:9,5:0,5)
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Obr.29. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5) @i nastaveni parametr detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV, G = 750 mV.
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Na chromatogramyobr.29 se v retetnim ¢ase 3,12 min. objevil pik-karotenu. Tento

pik vypada jako dale netitelny.
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Obr.30. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5)@ nastaveni paramett detektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramyobr.30 se v retetnim ¢ase 3,09 min. objevil pik-karotenu. Tento

pik vypada jako date mefitelny, pouze je ve spoduiasti mirré rozmyty.
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f) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze o sloZzeMietOH:ACN:H;PO,

0:29,5:0,5)
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Obr.31. Chromatogram: Standar@-karotenu rozpudny v ethanolu @i pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) @i nastaveni parameft detektoru

E1 =500 mV, E2 =600 mV, G =750 mV.

Na chromatogramyobr.31) se v retetnim ¢ase 2,98 min. objevil pik-karotenu. Tento

pik neni pilis pravidelny a byl by tie netitelny.
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Obr.32. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) pi nataveni parameté detektoru E1 = 300 mV,
E2 =400 mV, G = 750 mV.
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Na chromatogramyobr.32 se v retetnim ¢ase 3,04 min. objevil pik-karotenu. Tento

pik vypada jako dale netitelny.

g) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze o slozévietOH:ACN:H;PO,
(50:49,5:0,5)
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Obr.33. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (50:49,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru
E1 =500 mV, E2 =600 mV, G =750 mV.

Na chromatogramyobr.33 se v retetnim ¢ase 3,04 min. objevil pig-karotenu. Tento

pik vypada jako dale nefitelny, ale je mensi.
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Obr.34. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpudny v ethanolu gi pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (50:49,5:0,5) @i nastaveni parameir detektoru E1 = 300
mV, E2 =400 mV, G = 750 mV.

Na chromatogramyobr.34) se v retetnim ¢ase 3,10 min. objevil pik-karotenu. Tento

pik je velmi maly a z hlediska kvantity by nebyloiné provést &teni realného vzorku.
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h) Pro analyzu byla pouZita mobilni faze o slozéevietOH:ACN:H;PO,
(30:69,5:0,5)
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Obr.35. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (30:69,5:0,5) @i nastaveni parameir detektoru E1 = 500
mV, E2 = 600 mV, G = 750 mV.

Na chromatogramuwpr.35 neni Zetelny zadny pik, ktery by mohl byt pikegirkarotenu.
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Obr.36. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (30:69,5:0,5) @i nastaveni parameir detektoru E1 = 300
mV, E2 =400 mV, G =750 mV.
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Na chromatogramuwpr.36) neni zetelny Zadny pik, ktery by mohl byt pikefrkarotenu.

ch) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze o slo2dafOH:ACN:H;PO,
(10:89,5:0,5)
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Obr.37. Chromatogram: Standar@-karotenu rozpudny v ethanolu gi pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (10:89,5:0,5) pi nastaveni parameft detektoru
E1 =500 mV, E2 =600 mV, G = 750 mV.

Na chromatogramuwpr.37) neni zetelny Zadny pik, ktery by mohl byt pikefrkarotenu.
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Obr.38. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (10:89,5:0,5) pi  nastaveni parameit detektoru
E1 =300 mV, E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.38 neni Zetelny zadny pik, ktery by mohl byt pikegirkarotenu.

Pri slozeni mobilni faze MetOH:ACN4RO; (90:9,5:0,5) byla lepsi odezvdip
parametrech detektoru E 1 = 500 mV, E 2 = 600 m\5 @0 mVpEbr.29). Pokud byla
pouzita mobilni faze o slozeni MetOH:ACND, (70:29,5:0,5) byla lepSi odezvdi p
parametrech detektoru E 1 = 300 mV, E 2 = 400 m¥, 10 mV 0br.32) Byla-li pouzita
mobilni faze o slozeni MetOH:ACN3#RO, (50:49,5:0,5) objevil se na chromatogramu
pik, ale podminky z hlediska kvantity nebyly realfwdr.33,34) Ostatni mobilni faze
nejsou vhodné pro stanovehkarotenu ¢br.21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31, 35, 36
37, 39. Z vysledki ziskanych fi sestavovani metodiky vhodné pro stanoygRarotenu
lze odvodit, Ze nejvhodysi mobilni faze bude mit slozeni MetOH:ACNRO,
(90:9,5:0,5) a naikavany vzorek bude rozpésty v ethanolu. Dale Ize pouZzit mobilni fazi

o slozeni MetOH:ACN:KPQ, (70:29,5:0,5).
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6.4 Vysledky méreni optimalizaénich HPLC podminek pro standard

p-karotenu v mobilni fazi
Pro nmefeni byla pouzita kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 rapom.

a) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze MetOH:AGRMPO, (90:9,5:0,5) a vzorek

byl rozpusén v pouzité mobilni fazi.
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Obr.39. Chromatogram: Standargs-karotenu rozpud@ny v mobilni fazi @i pouziti
mobilni faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5) @i nastaveni parameir detektoru
E1 =500 mV, E2 =600 mV, G = 750 mV.

Na chromatogramuwpr.39 se pikps-karotenu ibec neobjevil.
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Obr.40. Chromatogram: Standargs-karotenu rozpu&ny v mobilni fazi @i pouziti
mobilni faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5) @i nastaveni parameir detektoru
E1 =300 mV, E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwbpr.40 se pikp-karotenu vibec neobijevil.

b) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze MetOH:AERPO, (70:29,5:0,5) a vzorek

byl rozpusén v pouzité mobilni fazi.
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Obr.41. Chromatogram: Standargi-karotenu rozpu&ny v mobilni fazi @i pouziti
mobilni faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) pi nastaveni paramefr detektoru
E1 =500 mV, E2 =600 mV, G = 750 mV.
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Na chromatogramuwpr.41) se piks-karotenu objevil v retemim case 3,11 min. Tento pik

je mirrg rozmyty, ale pro rreni je vhodny.
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Obr.42. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v mobilni g4 pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru
E1 =300 mV, E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.42? se pikps-karotenu objevil v retemim ¢ase 3,16 min., ale tento

pik nelze zndfit, protoZe zéina v zaporné oblasti n&p.

Jak vyplyva z vySe uvedenych chromatogiarbylo by mozné pouzit vzorek
rozpusény v pislusné mobilni fazi, a to fp pouziti mobilni faze o slozeni
MetOH:ACN:H;PQ, (70:29,5:0,5) fi nastavenych parametrech detektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G = 750 mVopr.41), nebo E 1 = 300 mV, E 2 =400 mV, G = 750 mV

(obr.42.
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6.5 Vysledky optimalizace HPLC podminek pro stanoveng-karotenu
na koloné C30 YMC Carotenoid

a) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze MetOH:AGRNPO, (90:9,5:0,5) a vzorek

byl rozpusén ethanolu.
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Obr.43. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.43 se pikp-karotenu objevil v retemim ¢ase 3,66 min., ale tento

pik nelze znakit, protoze je flis maly.
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Obr.44. Chromatogram: Standarg-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru E1 = 300 mV,
E2 =400 mV, G = 750 mV.

Na chromatogramuwopr.44) se pikps-karotenu objevil v retemim ¢ase 3,88 min., ale tento

pik nelze zndfit, protoZe zéina v zaporné oblasti n&p

b) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze MetOH:AERPO, (70:29,5:0,5) a vzorek

byl rozpusén ethanolu.
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Obr.45. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpudny v ethanolu @i pouZziti mobilni

faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) pi nastaveni parameft detektoru
E1 =500 mV, E2 =600 mV, G =750 mV.
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Na chromatogramwpr.45 se piks-karotenu objevil v retemim ¢ase 3,48 min., ale tento

pik nelze zmirit, protoze je pilisS blizko u piku, ktery jeigd nim.

[mV]
— 26-11-2008-8 - kanal 1

b}
— 26-11-2008-8 - kanal 2

Voltage

T T T
10 20
[min.]

Time

Obr.46. Chromatogram: Standar@-karotenu rozpusny v ethanolu gi pouziti

mobilni faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) pi nastaveni parameir detektoru

E1 =300 mV, E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwpr.46) se pikps-karotenu neobijevil.

Pri pouziti kolony C30 YMC Carotenoid S5 4,6 x 250 mBam nebyly ziskany
piiliS dobré vysledky. Tato kolona, i kdyZ jecana pro karotenoidy, by v naSefipacd

nebyla vhodnadbr. 43, 44, 45, 46
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6.6 Vysledky optimalizace HPLC podminek pro stanoveng-karotenu
na koloné C18 Supelcosil LC-DB

a) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze MetOH:AGRP O, (90:9,5:0,5) a vzorek

byl rozpusén v ethanolu.
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Obr.47. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwbpr.47) by se o piks-karotenu mohlo jednat ipact piku ziskaného
v retergnim ¢ase 3,20 min. Tento pik vSak zasahuje do zaporlastomagti a tudiz by

nebylo mozné jej z#fit.
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Obr.48. Chromatogram: Standar@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouZziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (90:9,5:0,5) @i nastaveni parametir detektoru E1 = 300 mV,
E2 =400 mV, G = 750 mV.

Na chromatogramuwpr.48 by se o piks-karotenu mohlo jednat ¥ipact piku ziskaného
v retertnim case 3,34 min. Tento pik je mé&mozmyty a zasahuje do zaporné oblasti

nagti, tudiz by nebylo mozné jej ziit.
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b) Pro analyzu byla pouzita mobilni faze MetOH:AERPO, (70:29,5:0,5) a vzo-
rek byl rozpu&in ethanolu.

[mV]

— 27-11-2008-4 - kanal 1

— 27-11-2008-4 - kanal 2

Voltage

[min.]

Obr.49. Chromatogram: Standarg@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru
E1 =500 mV, E2 =600 mV, G =750 mV.

Na chromatogramuwopr.49 se v retetnim ¢ase 3,35 min. objevil pig-karotenu.Tento pik

je mirré rozmyty, ale bylo by mozné jej zit.
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Obr.50. Chromatogram: Standarf@-karotenu rozpu&ny v ethanolu @i pouziti mobilni
faze MetOH:ACN:HPO, (70:29,5:0,5) @i nastaveni parameit detektoru
E1 =300 mV, E2 =400 mV, G =750 mV.

Na chromatogramwpr.50 by se o piks-karotenu mohlo jednat ipact piku ziskaného
v reterénim ¢ase 3,40 min. Tento pik vSak neni roviéamy a tudiz by nebylo mozné jej

ZMETit.

Pokud by byla pouzita kolona C18 Supelcosil LC18-Z8® x 4,6 mm, pm, bylo
by mozZno pro stanoverfi-karotenu pouzit mobilni fazi o slozeni MetOH:ACNRD,
(70:29,5:0,5) @ nastavenych parametrech detektoru E 1 = 500 m\2 & 600 mV,
G = 750 mV. Jelikoz ziskany pik byl mé&mozmyty, bylo by moZzno mignzvysit piitok

mobilni faze kolonou, abychom ziskali symetrickl. pi
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6.7 Vysledky méreni kalibraéni kifivky p-karotenu

Vysledky byly nandieny dle metodiky popsané v kapitole 5.5. Byl powst#ndard

p-karotenu rozpushy v ethanolu.

Tab.5: Nan#i‘ené hodnoty pro stanoveni kalibéai kiivky

Koncentrace | Plocha piku | Koncentrace | Plocha piku
(ng.ml™) (mV.s?Y (ng.mih) (mV.s?Y
25 13,1 100 42,2
25 13,5 200 77,2
25 12,8 200 80,6
50 26,4 300 99,8
50 26,5 300 98,9
50 25,8 300 100,7
100 43,8 400 129,6
100 41,8 400 127,3
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Kalibra €ni kFivka pro stanoveni B-karotenu
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Obr.51. Kalibra®ni kiivka s regresni rovnici pro stanovefiikarotenu metodou HPLC
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Obr.52. Chromatogram: Mi‘eni kalibra¢ni kifivky g-karotenu

Na chromatogramuwbpr.52) Ize sledovat postupné &govani pik v zavislosti na rostouci

koncentraci nsfenych kalibrénich roztok.
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6.8 Vysledky méreni fg-karotenu ve vzorku ¢erstvého rajéete

IzolaceS-karotenu z rajete byla provedena dle postupu uvedeného v kabtGle.
K analyze byla pouzita mobilni faze o sloZzeni Met®EIN:H3;PO, (70:29,5:0,5) a kolona
C18 Supelcosil LC18-DB 250 x 4,6 mmura.

[mV]
20

Votage

p-karoten

2

H

2
4588 5

[min.]

Obr.53. Chromatogram: Stanoveystkarotenu véerstvém rageti

Na chromatogramuwpr.53 ozna&uje Sipka piks-karotenu.

Tab.6: Nan¥i‘ené hodnoty verstvém rageti

Navazka vzor-| MnoZstvi Plocha piku Obsah
ku (9) ethanolu na (mV.sY p-karotenu
rozpusténi (mg.100g"

odparku (ml) erstvé hmoty)

10,0707 10 14,0 1,197
10,0709 10 14,0 1,197
10,0711 10 13,7 1,098
10,0718 10 13,2 0,934

10,0701 10 11,3 0,311
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6.8.1 Statistické zpracovani vysledk méreni g-karotenu ve vzorku ¢erstvého rajcete

Ke statistickému zpracovani byly pouzity nasledwiorce:

Aritmeticky priimar: x = Z -, ktery se nejvic blizi skuteé hodnat. (1)

n
i=1

:s|><

“4ln

n 32
Smérodatna odchylkas = \/L{Z(x, - x) j pro odhad nahodilych chyb. (2)

Studentovo rozéleni: u =§<i§.n pro pimeérny vysledek ze série paralelnich stanoveni.

3)

Tab.7. Statistické zpracovani vysledkéieni obsahys-karotenu véerstvém rageti

Obsah g-karotenu (Xi _;() (Xi _;()2
(mg.100g™* ¢erstvé hmoty)
1,197 0,250 0,06250
1,197 0,250 0,06250
1,098 0,151 0,02280
0,934 -0,013 0,00017
0,311 -0,636 0,40450
x = 0,947 T = 0,55247

Primérny obsahp-karotenu Werstvém rajeti byl vypaiten podle vzorce (1). Dale byl vy-
pocten odhad sirodatné odchylky podle vzorce (2). Nasledoval Wgiskuténého obsa-
hu

S-karotenu Cerstvém rajeti podle vzorce (3). Hodnota Studentova koeficienje gi

testované hladihvyznamnosti¢ = 0,05) a fi ¢tyfech stupnich volnosti 2,78.

Smerodatna odchylka : s = 0,3716 mg . 100 g
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Skute&ny obsahs-karotenu werstvém rajeti:

u=0,947 + 2,043 mg . 1004 (a = 0,05)

6.9 Vysledky mérenig-karotenu ve vzorku rajéete po ¥ech tydnech
skladovani

IzolaceS-karotenu z rajete byla provedena dle postupu uvedeného v kabtGle.

K analyze byla pouzita mobilni faze o sloZeni Met®EN:H3;PO, (70:29,5:0,5) a kolona
C18 Supelcosil LC18-DB 250 x 4,6 mmura.

(m\]

Volage

15 20
Time [min.]

Obr. 54. Chromatogram. Stanoven-karotenu v rafeti po #ech tydnech skladovani
v lednici p#i teplot 4 °C

Na chromatogramuwopr.54) se piks-karotenu térék neobjevil. Obsalg-karotenu ve skla-
dovaném rajeti byl tak nizky, Ze nebylo mozné pouzit vipb MnoZstvi pitomného

p-karotenu lezelo pod hranici detekovatelnosti.
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Tab.8: Nan¥i‘ené hodnoty v rajeti po #ech tydnech skladovani

Navazka vzor-| MnoZstvi Plocha piku Obsah

ku (9) ethanolu na (mV.sY p-karotenu

rozpusténi (mg.100 g
odparku (m) cerstvé hmoty)

10,1062 5 1,62 -

10,1068 5 2,2 -

10,1066 5 2,2 -

10,1060 5 2,3 -

10,1060 5 2,3 -

Ve vzorku rajete skladovaného po dobk tydni nebylo moZzno stanovit obsah

p-karotenu, protoze byl tak nizky, Ze je pod hradetiekovatelnosti. Nebylo tedy mozné

proveést statistické zhodnocengif@ni. Lze tedyici, Ze skladovanim se obsgkkarotenu

Vv rajcatech snizuje, az klesne na t&mulovou hodnotu.

Namgiené hodnotyp-karotenu ve vzorcich r&gt jsou odliSné od hodnot udavanych

v literatute. Hiemer zde uvadi, Ze obsétkarotenu zji&ny v 10 g rostlinné tkanrajcete

byl 0,543 mg.100g" Gerstvé hmoty.
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7 ZAVER
Cilem diplomové prace bylo vyty¥eni vhodné metodiky na stanovetikarotenu

v rajcatech. Pro geni byla pouzivana metoda HPLC s elektrochemiclatakdi.

Byla zkouSena vhodnost druhi chromatografickych kolon, kolona C8 Supelcosil
150 x 4,6 mm, pm, kolona C30 YMC Carotenoid S5 4,6 x 250 mmmbSa kolona
C18 Supelcosil LC 18-DB 250 x 4,6 mmurh. Také byly zkouSenyizné druhy mobilnich
fazi s fGznym pongrem chemikalii. Jako nejvhod&gi kolona se jevila kolona
C18 Supelcosil LC 18-DB 250 x 4,6 mm,uB s pouzitim mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (70:29,5:0,5) a parametry detektoru E1 = 500 m¥,=E600 mV,
G = 750 mV. Samito charakteristikami byla poté préhena kalibrani kiivka s pouZzitim

standardys-karotenu.

Tato vytvdend metodika byla aplikovana na realny vzoreketaj Nejprve byla
provedena izolacef-karotenu a to dvojnasobnou extrakci s pouzitimpoostdel
aceton:hexan (50:50), ve vodni lazni o tepl86°C, za sotmsného iepani, po dobu
20 minut. Ziskany extrakt bylkefiltrovan ges papirovy filtr FILTRAK No0.390, , 12,5 cm
a 25 ml filtratu bylo odp@no do sucha na vakuové odparce. Ziskany odparkk by
rozpusén v ethanolu, fefiltrovan ges nylonovy filtr s velikosti pdr 0,45 um do vialky
a nasleda aplikovan na kolonu. Objem davkovaci sty byl 20 ul, pritok mobilni faze
kolonou 1,1 ml.mift a eluce probihala izokraticky. Na detektoru bydgtavené parametry
E1 = 500 mV, E2 = 600 mV, G = 750 mV a byla pouaevdnobilni faze o slozeni
MetOH:ACN:H;PQ, (70:29,5:0,5). Vyhodnoceni probihalt kanalu E 1 = 500 mV.

Toto stanoveni bylo provedenocarstvého rajete a poté u régte po tech tydnech
skladovani. U cerstvého rajete byl zjisSén skutény obsah p-karotenu
0,947 + 2,043 mg.100g" cerstvé hmoty, u ragte, které bylo skladovandi ttydny
skladovano, @& v lednice ¢i pti laboratorni teplat, nebylo moZno stanovit obsah
p-karotenu, protoze byl tak nizky, Zze byl pod hrametekovatelnosti. Z toho Ize tedy
odvodit, Ze skladovanim se obsgkkarotenu v rajatech snizuje, az klesne na té&m

nulovou hodnotu.
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Namgiené hodnotys-karotenu ve vzorcich r&gt jsou odliSné od hodnot udavanych
v literatue. Zalezi také na odldé rajéete, podminkach gstovani, sezaGh Obsah

p-karotenu zavisi také na skladovacich podminké&b#i@e skladovani.

U realného vzorku byly natrené hodnoty ovlivény pritomnosti dalSich latek
piitomnych v rajeti, nag. obsahem organickych kyselin. Pro tvorbu metodikyasledné
stanoveni fS-karotenu v rajeti byla pouzita metoda HPLC s elektrochemickouekieit

u niz nelze provést eluci gradientpale pouze izokraticky.

Diplomova prace zahrnuje proces izolg&&arotenu z rajat a postup vytu@ni
metodiky a mohla by byt déle vyuzita jako vychozidbpro tvorbu jiné metodiky na
stanovenig-karotenu v rajatech, kdy by mohly bytifpadré odstragny latky, které rusi

stanoveni v fipad realného vzorku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ACN
DAD
ECD
GPC

HPLC

HsPO4
IEC

ICHS

LDL

LC/MS

LLC
LSC
MetOH
Rr

rH .0

RP-HPLC

UVv-VIS

Acetonitril
Diode Array Detector, detektor diodovéiude
Electrochemical detection, elektrochemicka kiste
Gel Permeation Chromatography, gelova petmezhromatogarfie

High Performance Liquid Chromatography, vysakoga kapalinova

chromatografie
Kyselina fosforéna
lon Exclution Chromatography, iontovyménna chromatografie

Ischemicka choroba sr&d

Low Density Lipoprotein, lipoprotein szkbu hustotou

Liquid Chromatography with Mass Spectroscdetection, kapalinova

chromatografie s hmotna@sspektroskopickou detekci
Liquid-Liquid Chromatographykapalinova roz8lovaci chromatografie
Liquid-Solid Chromatography, kapalinova adsworpchromatografie
Methanol

Retergni faktor

Redestilovana voda

Reversed Phase-High Performance Liquid Chromapity; vysokotinna

kapalinova chromatografie sagenou fazi

Ultraviolet-Visible, ultrafialova a viditelna oblbaswtla
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SEZNAM OBRAZK U
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Obr.16. Souasti kapalinového chromatografu .............cccoiiiiii 24
Obr.21. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
ACN:rH,0:H3zPO, (99:0,5:0,5) p nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV,G =750 MV ... e a4
Obr.22. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu P pouZziti mobilni faze
ACN:rH,0:HzPQ, (99:0,5:0,5) B nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV ... e e O
Obr.23. Chromatogram: Standdrdarotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
ACN:rH,0O:HzPO, (80:19,5:0,5) pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV ... e e O
Obr.24. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu P pouZziti mobilni faze
ACN:rH,0O:HzPQ, (80:19,5:0,5) pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV ... e e DT
Obr.25. Chromatogram: Standdrdarotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
ACN:rH,O:HzPQO, (70:29,5:0,5) pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV ... e
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Obr.26. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu i pouZziti mobilni faze
ACN:rH,0O:HzPO, (70:29,5:0,5) pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV ... e e et e e 248
Obr.27. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouZziti mobilni faze
ACN:rH,0O:HzPQ, (50:49,5:0,5) B nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV ... e e
Obr.28. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
ACN:rH,0O:HzPO, (50:49,5:0,5) pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,
E2=400 MV, G =750 MV...i e
Obr.29. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (90:9,5:0,5) i nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV.....oii e e
Obr.30. Chromatogram: Standdrdarotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PQO, (90:9,5:0,5)p nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,
E2=400mMV, G =750 MV.....oii e e 2D
Obr.31. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQO, (70:29,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV.....oiiiii e e e e DD
Obr.32. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:HsPO, (70:29,5:0,5) fi nataveni parameirdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV. ..o e e e e D]
Obr.33. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQO, (50:49,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2=600mMV, G =750 MV. ...t 0. D2
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Obr.34. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu i pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PO, (50:49,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV ... e e e a2 D3
Obr.35. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouZziti mobilni faze

MetOH:ACN:H;PO, (30:69,5:0,5) B nastaveni paramétr detektoru E1 = 500 mV,
E2=600mMV, G =750 MV.....cciiiiiiiie i et et e e e st ie e ine e en 2 DA

Obr.36. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze

MetOH:ACN:H;PO, (30:69,5:0,5) p nastaveni paraméir detektoru E1 = 300 mV,
E2 =400 MV, G =750 MV ...t i e i e e e e e DD

Obr.37. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (10:89,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV,G = 750 MV ... e e e e e e e e e e e e 55
Obr.38. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO; (10:89,5:0,5) p nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV... . e e e OO
Obr.39. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (90:9,5:0,5) i nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV ... e e e a2
Obr.40. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v mobilni fzi i pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PQOy, (90:9,5:0,5) i nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV... . e e et e e e e e D8
Obr.41. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (70:29,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2=600mMV, G =750 MV....ci im0 08
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Obr.42. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v mobilni i pouZiti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (70:29,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV....oiii e e e a2 D9
Obr.43. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (90:9,5:0,5) i nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,
E2=600 MV, G =750MV.....oi i e, 00
Obr.44. Chromatogram: Standdrdarotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;POy, (90:9,5:0,5) i nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV....iii e e O
Obr.45. Chromatogram: Standdrdarotenu rozpushy v ethanolu p pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (70:29,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV....ii i e eeeen O
Obr.46. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (70:29,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV.. .. e e e een 1. D2
Obr.47. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu p pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (90:9,5:0,5) i nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 MV, G =750 MV ... i e e 03
Obr.48. Chromatogram: Standd¥darotenu rozpushy v ethanolu fi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO;, (90:9,5:0,5) i nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, G =750 MV. .. e e e O4
Obr.49. Chromatogram: Standdxdarotenu rozpushy v ethanolu P pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (70:29,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV,

E2=600mMV, G =750 MV. ..o a0 0D
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Obr.50. Chromatogram: Standdrdarotenu rozpushy v ethanolu i pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PO, (70:29,5:0,5) fi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV,

E2 =400 MV, GE 750 MV ... e e e e et eie e eaeene ... OO
Obr.51. Kalibr&ni kiivka s regresni rovnici pro stanovéhkarotenu metodou HPLC ...68
Obr.52. Chromatogram: &eni kalibr&ni kiivky g-karotenu................cocovveiininnnne, 68
Obr.53. Chromatogram: Stanovefikarotenu werstvem rajeti ............cooevvvevnenen. 69

Obr.54. Chromatogram: Stanoveftkarotenu v rajeti po 3 tydnech skladnovani ..... 71
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SEZNAM PRILOH

Pl Odiidy kerickovych ragat
P Il Odidy tyckovych ragat
PIll:  Tykové odidy ragat

PIV: Tykové odfidy ragat

P V: Tykové odhdy ragat

P VI  Keickové odfidy ragat

P VIl: Keickové odfidy ragat

P VIII: Optimalizace podminek izalaiho procesu

P IX: Optimalizace podminek izélsiho procesu
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PRILOHA P I: ODR UDY KERiICKOVYCH RAJ CAT

Tab.1. Odridy keri¢kovych rajéat zapsanych ve Statni odkdové knize

Campbell 33 Oranze
Darinka Orbit
Denar Patria
Diana Pavlina
Dublet Proton
Dulcia Salus
Eskort Semalus
Hana Semaprim
Homer Semarol
Karla Sejk
Kmicic Titan
Marienka Topspin
Minigold Tritonex
Odeon Vilma
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PRILOHAP II: ODR UDY TY CKOVYCH RAJ CAT

Tab.2. Odridy tykovych rajéat zapsanych ve Statni odidové knize™?

Albertovskeé Zluté Pedro

Bejbino Perun

Boreal Princess

Brick Raissa

Canestrino Red pear

Cindel Romus

Dagmar S.Marzano Vesuvio 2
Dalit N S.Pierre

Furore Slava Poryni
Goldkrone Start S

Cherrola Stupické polni rané

Lehekovo pomeratové

Stupické sklenikove

Lusita Tajfun
Marfa Thomas
Marilyn Tipo
Marissa Tolstoi
Megana Torino
Orfea Tornado
Orkado Toro
Parto Uragan
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PRILOHAP III: TY CKOVE ODRUDY RAJCAT

Obr.7. Albertovské zluté?

lLycopersiconllycopersicum)

Obr.8. Dagmar*?
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PRILOHAP IV: TY CKOVE ODRUDY RAJCAT

Obr.10. Cherrola F14%
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PRILOHAP V: TY CKOVE ODRUDY RAJCAT

Obr.11. Stupické polni rané®
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PRILOHA P VI: KE RiCKOVE ODRUDY RAJCAT

=L

mﬂ-ﬂ” _-—_--I-HF-

Obr.13. Minigold*®
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PRILOHA P VII: KE RiCKOVE ODRUDY RAJCAT

Obr.15. SejK!®
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PRILOHA P VIII: OPTIMALIZACE PODMINEK 1IZOLA  CNIiHO
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Obr.17. ChromatogramExtrakce karotenoid smesi aceton:hexan (50:50)# nastaveni

parametus detektoru E1 = 300 mV, E2 = 400 mV, G = 650 mV.
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Obr.18. Chromatogram: Extrakce karotenaidsimési aceton:hexan (50:50)ifpnastaveni
parametu: detektoru E1 = 500 mV, E2 =600 mV, G = 750 mV.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 93

PRILOHA P IX: OPTIMALIZACE PODMINEK I1ZOLA  CNIiHO
PROCESU

11.10.2007 17:08 Chromatogram C:\Clarity\karoteny\Data\11-X-2007-1.PRM
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Obr.19. Chromatogram: Extrakce karotenaidsnési ethanol:hexan (50:50) i nasta-
veni paramet# detektoru E1 = 300 mV, E2 = 400 mV, G = 650 mV.

11.10.2007 17:07 Chromategram e:\Clarity\karoteny\Datai11-X-2007-2. FRM
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Obr.20. Chromatogram: Extrakce karotenaidsnési ethanol:hexan (50:50) i nasta-
veni paramet# detektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV, G = 750 mV.



