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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Petra Hrdinova

Konzultant: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: HPLC stanoveni luteinu, vitaminuE, vitaminu E acetatu,

betakarotenu v potravnich dopliicich

Tato rigordzni prace se zabyva optimalizaci podminek pro stanoveni obsahu
luteinu, betakarotenu a vitaminu E a jeho acetatu v potravnich dopliicich Ostrovidky,
Ocutein forte, Walmark Lutein forte, Ocumax, Avilut, Ocuvite Lutein forte, Lutein pro o¢i,
Walmark Betakaroten a Revital Super Betakaroten. Pro stanoveni obsahu byla vyuzita
vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). Testovany byly tfi chromatografické
kolony, nejlepsich vysledka separace bylo dosazeno pfi pouziti kolony Ascentis Express
C-18 o rozmérech 100 x 4,6 mm s velikosti ¢astic 5 um. Detekce byla provedena pomoci
UV pii 290 nm pro vitamin E a E acetat, a ve viditelné oblasti pfi 450 nm pro lutein a
betakaroten. Separace probihala za gradientové eluce s mobilni fazi acetonitril
+ methylenchlorid:hexan (1:1). Pritokova rychlost analyzy byla 1 ml/min a teplota
kolonového prostoru byla 30 °C. Davkovany objem vzorku 5 pl. Doba analyzy trvala 9
minut.

Vysledky stanoveni obsahu luteinu, betakarotenu a vitaminu E v potravnich
dopliicich nebyly jednozna¢né. Nepodafilo se vyvinout optiméalni metodu extrakce pro

nasledné stanoveni obsahu téchto latek.

Kli¢ova slova: Lutein, betakaroten, vitamin E, HPLC



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Petra Hrdinova

Consultant. Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Rigorous thesis title: HPLC determination of lutein, vitamin E, vitamin E acetate, beta-

carotene in food supplements

The rigorous thesis deals with optimization of conditions for determination of
lutein, beta-carotene and vitamin E, and vitamin E acetate in food supplements
Ostrovidky, Ocutein forte, Walmark Lutein forte, Ocumax, Avilut, Ocuvite lutein forte,
Lutein for eyes, Walmark betacarotene and Revital Super Betacarotene. High performance
liquid chromatography (HPLC) was used for determination. Three chromatographic
columns were tested, the best results were obtained using an Ascentis Express C-18
column 100 x 4.6 mm with a particle size 5 microns. Detection was performed by UV/Vis
at a wavelength of 290 nm for vitamin E and E acetate, and 450 for lutein and beta-
carotene. Separation was carried out by gradient elution with mobile phase of acetonitrile +
methylenchlorid:hexane (1:1). Flow rate of the analysis was 1 ml/min and column
temperature was set at 30 °C. Volume of sample injection was 5 pl. The analysis time
lasted 9 minutes.

The results of the determination of the content of lutein, beta-carotene and vitamin
E in food supplements were not unambiguous. It has not been possible to develop an

optimal extraction method for reliable determination of the content of analyzed substances.

Keywords: Lutein, betacarotene, vitamin E, HPLC.
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1 Uvod

Lutein a betakaroten patii do skupiny karotenoidli. Tyto latky obsahuji ve svych
molekulach velky pocet konjugovanych dvojnych vazeb. To je pfic¢inou jejich
vyrazného zbarveni od zluté az po Cervenou barvu a také jejich antioxidac¢ni aktivity.
Diky svym antioxidacnim vlastnostem jsou vyuZzivany v prevenci onemocnéni
kardiovaskularniho systému, zrakového ustroji a nékterych typt rakoviny. Vitamin E,
jinak nazyvany tokoferol, patfi mezi vitaminy rozpustné v tucich. Pravé proto snadno
pronika do bunéénych membran. Ma vysokou antioxida¢ni aktivitu.

Tyto latky najdeme pfedevSim v mase, ovoci, zelening a ofiScich. Pokud bychom
chtéli zajistit dostateCny piijem, ktery by pulsobil jako prevence onemocnéni,
vyzadovalo by to konzumaci velkého mnozstvi ovoce, zeleniny, masa atd. Proto jsou
tyto latky dostupné v tadé potravnich dopliki, které mizeme zakoupit v 1ékarné.
Bohuzel vétSina z nich jsou pouze potravni doplilkky nikoliv registrované Iléky.
Nevyhodou téchto preparatl je skutecnost, ze uvadéné mnozstvi nemusi odpovidat
skute¢nému obsahu. Dopliiky stravy nejsou kontrolovany Zadnou autoritou (SUKL).

V soucasné dob& neni mozné zjistit, jestli prodavané ptipravky obsahuji uvedena
mnozstvi latek. Cena potravnich doplikd je pomérné vysokd (zejména piipravky s
luteinem). Prodej ptipravki, které neobsahuji uvedend mnozstvi, by nemél byt povolen,

jelikoz se z hlediska legislativy jednd o klamani spotiebitele.



2 Cil a zadani prace

Cilem této rigorézni prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu pro
extrakci a stanoveni obsahu luteinu, betakarotenu, vitaminu E a vitaminu E acetatu v
nékterych potravnich dopliicich. Upfednostnény byly pfipravky obsahujici kombinace
zkoumanych latek. Rada doplitkéi uvadi pomémé vysoky obsah za nizkou cenu. Nékteré
ptipravky obsahujici lutein oproti tomu nuti zdkaznika utracet pomérné vysoké castky.
Otazkou stale zastava skuteény obsah téchto biologicky aktivnich latek v potravnich
dopliicich. Tato prace méa za cil provéfit, zda vybrané potravni dopliky spliuji

pozadovanou kvalitu a obsahuji vyrobcem deklarovany obsah biologicky aktivnich latek.



3 Teoreticka Cast

3.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou barevné pigmenty. Najdeme je v rostlinadch, houbéch, bakteriich a
fasach. Karotenoidy patfi mezi tetraterpeny. To znamend, Ze jde o latky, které ve své
molekule obsahuji 40 atomii uhliku a velky pocet konjugovanych dvojnych vazeb. Systém
latky jevi jako barevné. Tvoii skupinu ¢ervenych, oranzovych, fialovych a zlutych barviv.
V rostlinach doprovazeji zelené barvivo chlorofyl. Vyskytuji se také v mikroorganismech a
zivociSnych organech. Jako zasobni latky se ukladaji do tukové tkané (napf. pigment v
oku, jatra, vajecny Zloutek). Délime je do dvou skupin:

Karoteny: jedna se o uhlovodiky (o-karoten, B-karoten, y-karoten), které maji
ve své molekule jeden nebo dva cyklohexanové kruhy spojené konjugovanym
uhlovodikovym fetézcem.

Xantofyly: jednd se o kyslikaté slouceniny (zeaxanthin, lutein, cryptoxanthin
a dal3i). Jsou odvozené od karotentl, které ve své molekule obsahuji hydroxylové skupiny
a jedna se tak o alkoholy nebo dioly. V rostlinnych tkdnich se vyskytuji bud’ volné nebo
vazané. Vazané jsou ve form¢e esterdl s vy$$imi mastnymi kyselinami nebo jako glykosidy.

Karotenoidy jsou dobie rozpustné v tucich a n€kterych organickych rozpoustédlech
(chloroform, hexan). Jsou nerozpustné ve vodé, omezené se rozpousti v ethanolu. Rada
latek ze skupiny karotenoidii ma charakter provitaminu A, ktery je potiebny pro spravnou
funkci sliznic, kiize a sitnice oka. Dulezity je také pro rust a vyvoj plodu. Nedostatek
vitaminu A se projevuje suchosti klize, sliznic, Serosleposti apod. Kromé role provitaminu
A jsou karotenoidy diilezité pro fadu dalSich procest v organismu. Slouzi jako vyznamné
antioxidanty, reguluji bunécnou proliferaci
a diferenciaci, jsou moduldtory imunitnich reakci a metabolismu karcinogenti a jako filtry
UV zafeni.

Dostatecny piijem karotenoidii snizuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni
(ischemickéa choroba srdecni, srdecni selhdni, diabeticka kardiomyopatie, ateroskleroza,

a dalsi) a nékterych nadorovych onemocnéni (napft. rakovina tlustého stieva) [1, 2].

10



V této praci jsem se podrobnéji zabyvala betakarotenem a luteinem. Vyskytuji se
zejména v potravnich dopliicich uréenych pro prevenci rozvoje vékem podminéné
makularni degenerace. Samostatné najdeme betakaroten v dopliicich stravy podporujici

,,zdravé® opalovani.

3.1.1 Lutein

Struktura:

HO™

Obrazek 1: Strukturni vzorec luteinu

Sumarni vzorec: C40Hs602
Mr: 568,88

Teplota tani: 190 °C
CAS: 127-40-2 [3]

Lutein (z latinského Luteus = Zzluty) je ZlutooranZovy pigment patfici mezi
karotenoidy [4].

Chemické a fyzikalni vlastnosti: Lutein 1ze popsat jako dlouhy uhlikaty fetézec se
stiidajicim se systémem jednoduchych a dvojnych vazeb, na ktery jsou pfipojeny
methylové skupiny. Na obou koncich uhlikatého tetézce obsahuje molekula cyklickou
hexenylovou strukturu s hydroxylovou skupinou. Od zeaxantinu se lutein li§i polohou
dvojné vazby v hexenylovém kruhu. Jedna se o strukturni izomery, které se lis§i svymi
chemickymi vlastnostmi. Charakteristickd struktura s deviti dvojnymi vazbami je
zodpovédna za absorpci svétla vedouci k barevnym vlastnostem téchto molekul. Z toho
diivodu ma lutein Zlutou az oranZzovou barvu v zavislosti na jeho koncentraci. Lutein ma
fadu isomerti. Hlavni formou luteinu v rostlindch a zeleniné je trans forma, avSak pfii

zpracovani miize dochézet ke zméndm izomerti. V pfirodni formé se lutein Casto vyskytuje
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jako ester mastné kyseliny. Jeden nebo oba z hydroxylovych zbytkii mohou byt vazany na
mastnou kyselinu [5].

Lutein je lipofilni latka, ktera je nerozpustnd ve vodé a obecné rozpustna v tucich
a v organickych rozpoustédlech. Jedna se o nestidlou latku. Plasobenim svétla a tepla
snadno podléhé oxidativnim zménam [4].

Biodostupnost a metabolismus: Lutein z potravy je pfijiman v gastrointestindlnim
traktu a metabolizovan za pomoci enterocyti ve stfevé. Rostlinny lutein je obvykle
pritomny v esterifikované formé¢, lutein ve vaje¢ném Zloutku je volny ve formé alkoholu.
Pted absorpci enterocyty jsou estery luteinu hydrolyzovany enzymy (napt. cholesterol
esteraza) gastrointestindlniho traktu. Pfitomnost tuki v potravé podporuje solubilizaci
esterll luteinu a zaroven zvySuje uvoliiovdni a aktivitu esterdz a lipaz, které jsou pii
hydrolyze esteri luteinu nezbytné. Ukazalo se, Ze ptfitomnost tukd v potravé vyznamné
zvySuje vstfebani a dostupnost luteinu. Z enterocyti je lutein transportovan
prostiednictvim lymfatického systému do hepatocytti. Nasledné je vazan na lipoproteiny
aje prenasen krvi do celého téla. Zvlasté HDL lipoproteiny hraji v transportu luteinu
vyznamnou roli. V krvi je lutein pfitomen pouze jako volnéd neesterifikovand forma. V
lidském téle predstavuje sitnice oka tkan, kde dochazi k nejvyssi absorpci
a koncentraci luteinu [5].

Lutein v lidském oku: Lutein je koncentrovan na sitnici v misté¢ zvaném Zzlutd
skvrna (macula lutea), kde je nejvyssi hustota ¢ipkil a misto nejostiejSiho vidéni. Barva
lidské makuly je zplsobena pfitomnosti tfi riznych xantofyld — luteinu, zeaxantinu
a meso—zeaxantinu. Primati nedokaZzi syntetizovat prvni dva xantofyly a musi je pfijimat v
potravé. Riznymi studiemi byla prokazana piima souvislost mezi koncentraci luteinu
(zbarveni makuly) a sniZzenim rizika onemocnéni oka. Lutein diky své antioxida¢ni aktivité
chrani oko a plisobi jako filtr modrého svétla [5].

Zdroje a vyskyt: Lutein je produkovan vyhradné rostlinami. Najdeme ho
pfedevsim v zelené listové zelenin€. Znacné mnozstvi luteinu lze nalézt ve Zlutych kvétech
rostlin rodu Tropaeolum (lichotefiSnice) ataké v pampeliSkach, vodnicich ¢ mésicku
1ékatském. Hlavnim zdrojem luteinu v potraveé jsou: Spenat, kapusta, mangold, hrach,
brokolice, cuketa, mrkev, kukufice, pistaciové ofechy. Velky obsah luteinu najdeme také v
fasach. Zdrojem vysoce biologicky vyuzitelného luteinu je vajecny Zloutek [4].

Lutein jako barvive: Diky své Zluto-oranzové barvé je tento xantofyl hojné

vyuzivan jako potravindiské barvivo. Nese oznacCeni E161b. Ziskava se z ptirodnich
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zdrojl, nejCastéji z okvétnich listki mésicku (bot. Tagetes Erecta L. = Aksamitnik
vzpiimeny). Pouzivd se ve zdravych népojich, tyCinkdch nebo pekaiskych vyrobcich.
Tradi¢né je lutein piidavan jako aditivum do krmiv pro dribez [4].

Prijem: Pokud konzumujeme pestrou stravu véetné zeleniny a ovoce méli bychom
mit zajistény dostate¢ny piijem luteinu. U starSich lidi byva zhorSené vstfebavani
ze zazivaciho traktu a tim padem nedostateéné vstfebavani zivin z potravy. Lutein lze
doplnit pomoci potravnich doplitkkli. Pozitivni u¢inky luteinu by mély byt znat pii dennim
pfijmu 6-10 mg. Negativnim ufinkem nadmérného piijmu luteinu je zbarvovani ktze

do bronzova (karotenodermie) [4].

3.1.2 Betakaroten

Struktura:

Obrazek 2: Strukturni vzorec p-karotenu

Sumarni vzorec: CsoHse

Mr: 536,88

Teplota tani: 183 °C

CAS: 7235-40-7 [6]

B-karoten patii do podskupiny karotenll. Jde o oranZové rostlinné barvivo. B-karoten
ma charakter provitaminu A.

Chemické a fyzikalni vlastnosti: Molekula je tvofena dlouhym uhlikatym
fetézcem stiidajicich se jednoduchych a dvojnych vazeb, na obou koncich zakoncena
cyhlohexenovym kruhem. Ve své molekule neobsahuje Zadnou hydroxylovou skupinu.
Karoteny se vyskytuji ve dvou zékladnich formach - a-karoten, B-karoten. LiSi se od sebe

polohou dvojné vazby na cyklickém zakonceni, jde tedy o izomery. Existuji 1 dalsi
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karoteny, které se také oznacuji pismeny fecké abecedy (napf. Y-karoten, cryptoxantin,
echinenon). Aktivita provitaminu A je podminéna piitomnosti alesponi jednoho
cyklohexanového nebo 5,6-epoxycyklohexenového kruhu a pfitomnosti polyenového
fetézce, ktery délkou odpovida vitaminu A. Diky konjugovanému fetézci dvojnych vazeb
absorbuji karotenoidy ve viditelné cCasti spektra a jevi se barevné. B-karoten nejvice
absorbuje pii 400-500 nm, v modro-zelené ¢asti spektra. Modré svétlo je pohlceno a delsi
vlnové délky zluté a Cervené nejsou absorbovany [7].

B-karoten je velmi lipofilni latka, ktera je rozpustna v lipofilnich rozpoustédlech (napf.
chloroform). Je prakticky nerozpustny ve vodé¢ nebo etanolu [8].

Biodostupnost a metabolismus: p-karoten je provitamin vitaminu A. Vitamin A
(retinol) je dulezity pro celou fadu funkci v naSem organismu (napf. zrak, kiize). B-karoten
je vstiebavan z rostlinné potravy v tenkém stfevé v rozsahu asi 30-60 %. JelikoZ se jedna
o provitamin rozpustny v tucich, zavisi vstfebané mnozstvi B-karotenu na tuku pfijatém
potravou. Ve stievé je ¢ast P-karotenu Stépena na retinal pomoci enzymu
15,15-karotendioxygendza. Retinal je reverzibilné redukovdn pomoci retinal reduktazy
na retinol a ¢asteén& nevratné oxidovan na kyselinu retinovou. Cast p-karotenu, ktera neni
metabolizovana ve stfevni sliznici je transportovana pomoci lipoproteinti (zejména LDL),
erytrocytl a leukocyti pfimo do cilovych organti, kde je nésledné¢ pfeménéna na retinol
a kyselinu retinovou. Predpokladd se, ze pftiblizné 15 % zpfijatého PB-karotenu je
pfeménéno na vitamin A. Pfeména B-karotenu na vitamin A klesa na zdkladé mnoZstvi
absorbovaného f-karotenu a mnoZstvi vitaminu A v organismu. Aktivita enzymu
15,15-karotendioxygendzy stoupd a klesa na zéklad€ potieby vitaminu A. Z tohoto diivodu
nemuze dojit k predavkovani B-karotenem a predstavuje tak bezpecny zdroj vitaminu A.
Naopak vyssi davky vitaminu A mohou byt pro organismus toxické a mize dochéazet k
predavkovani. B-karoten, ktery neni metabolizovan na vitamin A mtze byt v lidském téle
beze zmény resorbovan. Nepfeménény B-karoten ma v lidském téle své biologické funkce.
Je skladovan v tukovych tkanich, zejména v kiizi a jatrech [8, 9].

Funkce v organismu: B-karoten kromé toho, Ze slouzi jako prekurzor vitaminu A,
vykonéava v organismu fadu dal$ich funkci. Pfedev§im plisobi jako antioxidant ¢ili pomaha
neutralizovat volné radikaly. V duasledku jeho schopnosti deaktivovat kyslikové radikaly
ma ochrannou funkci v bunkéch. Proto ma preventivni u¢inek v fadé onemocnéni jako

napf.
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e ochrana pokozky pired slune¢nim zafenim

e prevence ruznych typu rakoviny, zejména rakoviny plic
e prevence aterosklerozy

e posileni imunitniho systému

e prevence n¢kterych onemocnéni oka (katarakta, degenerace maculy) [9].

Zdroje a vyskyt: B-karoten je syt¢ oranzovy pigment. Témét kazdému se pfi slové
karoten vybavi mrkev, kterd tomuto pigmentu proptjcila své jméno. Ale karoteny obecné
se nenachazeji zdaleka pouze v mrkvi. Karoteny se v pfirod¢ vyskytuji téméi vSude. Mezi
nejzretelnéjsi mista patii oranzova duzina ovoce a zeleniny — mrkev, mango, bataty, dyné.
Ale jsou také dulezitou slozkou v zelenych rostlinach. Béhem jara aléta jsou listy
zaplaveny zelenym barvivem chlorofylem, ale s nastupem podzimu se chlorofyl rozpada
a odhaluji oranzové a Cervené barvy karotend. B-karoten je rozpustny v tucich, proto se
doporucuje konzumace potravin bohatych na B-karoten spolecné s mensim mnozstvim tuku
(napt. olivovy olej, ofechy). Mezi vyznamné ptirodni zdroje B-karotenu patii: mrkev,
bataty, Spenat, brokolice, kapusta, mangold, dyné, mango, Cervend paprika, merunky.
Karotenoidy se vyskytuji také v zivoc¢isnych materialech, napt. davaji zabarveni vaje€nému
zloutku, maslu nebo masu lososa [7, 10, 11].

p-karoten jako barvivo: B-karoten je pouzivan v potravinach jako pfirodni nebo
pfirodné identické jasné zluté aZ oranZové barvivo. Tato barviva se déli do dvou kategorii:
E160a (i) — Smés karotenti a E160a (ii) — B-karoten. Pro barveni potravin se pouziva
syntetickd forma beta-karotenu. V hojném mnoZstvi se pouziva v syrech a margarinech.
Déle se pouziva k barveni olejli, majonéz, zmrzlin, jogurtl,, ovocnych napojd, limonad,
dezertt, cukrovinek, pudink [11].

Pfijem: Doporucena denni davka neni pfesné stanovena. Odbornici na vyZivu
doporucuji udospélych 6-15 mg audéti 3-6 mg denné. Jako nejvhodnéjsi se jevi
konzumovat dostatek cCerstvé zeleniny a ovoce, které ndm zajisti dostatek P-karotenu
v ptirozené¢ form¢. Nadméma konzumace [-karotenu vede podobné jako u luteinu k
zazloutnuti kaze (karotenodermii). Tato zména je reverzibilni, odezni samovolné
po vysazeni stravy bohaté na karoteny. Klinické studie dosud nikdy neprokézaly pozitivni
dopady suplementace [-karotenem u zdravych jedinct. Pozitivni c¢inky dlouhodobé

suplementace vysSimi davkami B-karotenu tak zlstavaji nepotvrzeny [11].
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Kufaci a p-karoten: Z dostupnych studii byly nashroméazdény dikazy o tom,
ze 1idé konzumujici vice ovoce a zeleniny bohaté na -karoten a retinol a lidé majici vyssi
koncentrace B-karotenu v séru maji nizSi vyskyt rakoviny plic. Byla provadéna studie
ucinnosti B-karotenu a retinolu (studie CARET). Testovala kombinaci 30 mg B-karotenu
a25000 IU retinylpalmitatu (vitamin A) uzivanych denné oproti placebu. Studie se
ucastnilo 18 314 muzl a zen s vysokym rizikem vzniku rakoviny plic. Studie CARET byla
zastavena o 21 meésicti diive. Nebyla ziskdna zadna data o piinosu latek v prevenci
rakoviny plic, naopak byly ziskany podstatné dikazy o mozném posSkozeni. V aktivni
skupiné pacientti bylo o 28 % vice rakoviny plic a o 17 % vice umrti. Studie byla okamzit¢
po oznameni pozastavena (18.1.1996). Byla publikovéana ptedbézna zjisténi z CARETu,
ktera se tykala rakoviny, kardiovaskularnich onemocnéni a celkové umrtnosti. Ugastnici
CARETu, ktefi dostavali kombinaci beta-karotenu a vitaminu A, neméli Zadny
chemopreventivni pfinos a méli nadmérny vyskyt a umrtnost na rakovinu plic. Vysledky
jsou vysoce konzistentni s vysledky zjisténymi pro B-karoten ve studii prevence rakoviny

a-tokoferol B-karotenem u 29 133 kutakt ve Finsku [12].

3.1.3 Vékem podminéna makularni degenerace

Veékem podminénd makularni degenerace sitnice — VPMD je nejcast&jsi pficinou
praktické slepoty ve vyspélych zemich a pravdépodobné hlavni pfi¢inou nezvratné ztraty
zraku u pacientt starSich 65 let. VPMD je degenerativni onemocnéni sitnice v oblasti zluté
skvrny (makuly). Nemoc postihuje centralni vidéni. Pacienti maji problém s rozeznanim
oblicejl, fizenim vozidla nebo ¢tenim. Periferni vidéni zlistava zachovano, takze pacienti
postizeni timto onemocnénim jsou schopni orientace ve zndmém prostiedi. Onemocnéni
probihd v ¢asnych fazich asymptomaticky a rozviji se po fadu let. Vyskytuje se ve dvou
formach, suché a vlhké formé&. U vétSiny pacientl je pfitomna pomalu se rozvijejici sucha
atroficka forma VPMD. Pfiblizné v 10-20 % se vyvine rychle se rozvijejici vlhkad forma.
Onemocnéni se projevuje ptiznaky postizeni centralni krajiny sitnice. Pfestoze je postiZzeno
pouze 5 % z celkové plochy sitnice, ma tato nemoc zdsadni vliv na centralni vidéni. V
ptfipad¢ vlhké formy se pfidava pokfiveni linii. ZvySuje se citlivost k oslnéni, snizuje se
schopnost rozliSeni barev. U vétSiny pacientli s vlhkou formou onemocnéni zlstava

periferni vidéni zachovéano, takze neni zplsobena celkova slepota. V klinickém obrazu
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suché formy VPMD rozeznavame zmény na urovni membrany. Ty jsou charakterizovany
pfesuny a shlukovanim pigmentu a uklddanim odpadnich materidlti v sitnici. Tvoii se
typické bélavo-zluté drizy. Prechod ve vlhkou formu se projevuje krvacenim pod sitnici
oka, otokem sitnice a uklddanim tuku do sitnice. Pfi¢ina zmén neni stale zcela objasnéna.
Onemocnéni ma nejspiSe multifaktorialni charakter. Rizikovymi faktory jsou — vék,
pohlavi (dle studie jsou Zeny postizeny 2x Cast&ji nez muzi), genetické predpoklady, rasa
(bila populace), koufeni, dieta s nadbytkem tukt [13, 14].

Lécbu VPMD lze rozdélit na preventivni terapii, 1é€bu suché formy, preventivni
1é¢bu zabranujici prfechod ve vlhkou formu a 1é¢bu vlhké formy. V soucasné dobé je 1écba
VPMD stile omezend, onemocnéni lze pouze zpomalit. Nejdulezitéjsi je prevence
onemocnéni, kterd zahrnuje ovlivnéni rizikovych faktort a zvySeny piijem vitamini
karotenti. Studie AREDS (Age-Related Eye Disease Study) hodnotila 3640 pacientl
starSich 55 let s pokrocilou formou VPMD. Pacientiim byly podavany antioxidanty v davce
400 IU vitaminu E, 500 mg vitaminu C, 15 mg betakarotenu, 2 mg Cu a 80 mg Zn. Studie
probihala po dobu 6,3 let abylo zisténo snizeni rizika t¢zké ztraty zraku
o 25 %. Dalsi studie LAST (Lutein Antioxidant Supplementation Trial) zjistila,
ze podavanim 10 mg luteinu denné po dobu jednoho roku se zlepsila atrofie, kontrastni
citlivost, subjektivni vidéni. Bylo pozorovano i zvySeni hustoty makuldrniho pigmentu.
Profylaktickou farmakoterapii zahrnuji zejména preparaty s luteinem, zeaxanthinem
a omega 3 mastnymi kyselinami [13, 14].

Mezi 1écebné postupy patii laserova terapie, laserova fotokoagulace, fotodynamicka
terapie. U vlhké formy poté poddvani inhibitord vaskularniho endotelidlniho rtstového

faktoru [14].

3.2 Vitaminy

Vitaminy jsou zékladni organické slouceniny, které nejsou syntetizovany lidmi
ani zvifaty nebo jsou tyto slouceniny vytvareny pouze v nedostatecném mnozstvi. Proto
musi byt vitaminy pfijimany potravou jako takové nebo jako prekurzory — provitaminy.

Typickym piikladem provitaminu je betakaroten, ktery je v organismu rozdélen na dvé
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molekuly vitaminu A. Tyto latky jsou pozadovany pouze v pomérné malém mnozstvi.
Nedostatecny piijem vitamint vede k typickym patologickym piiznakiim jejich nedostatku.
Vitaminy historicky délime na vitaminy rozpustné ve vod¢ a vitaminy rozpustné v tucich.
Rozdilna rozpustnost urcuje idalsi chovani vitamini v organismu (vstiebani, transport,
skladovani a vylu¢ovani). Vitaminy rozpustné v tucich jsou v organismu skladovany
mnohem u¢inngji nez vitaminy rozpustné ve vod¢. Predpokladany nedostatek se projevi
mnohem pozd¢ji oproti vitaminiim rozpustnym ve vode¢.

Vitaminy rozpustné v tucich: vitamin A (retinol), D (kalciferol), E (tokoferol), K

Vitaminy rozpustné ve vodé: vitaminy skupiny B — B (thiamin), B> (riboflavin), Be
(pyridoxin), B> (kobalamin), vitamin C (kyselina

L-askorbovd), kyselina pantotenova (vitamin Bs), biotin,

kyselina listova, niacin (n¢kdy nazyvany vitamin Bgj)

[15].

3.2.1 Vitamin E

Struktura:

Obrazek 3: Strukturni vzorec vitaminu E

Sumarni vzorec: Ca9Hs5002
Mr: 430,71
CAS: 59-02-9 [16]
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Vitamin E je souhrnny ndzev osmi pfirodnich chemickych latek derivata
6-hydroxychromanu neboli tokolu. Odtud pochazi oznaceni tokoferoly. D¢€li se na dalsi
dve skupiny latek odvozené od tokolu nebo tokotrienolu. Existuji ¢tyfi izomery, které¢ maji
biologickou aktivitu — a, B, y, 0—tokoferol. Lisi se od sebe poctem methylovych skupin.
Nejvice rozsifeny je a-tokoferol, ktery ma také nejvetsi antioxidacni aktivitu. Antioxidacni
vlastnosti jsou zptisobeny hydroxylovou skupinou na chromanovém jadre, ktera je darcem
vodikovych atomu. a-tokoferol se nachazi prakticky ve vSech tkanich clovéka a jeho
biologicka aktivita je nejvyssi [17].

Historie: Pfi studiu souvislosti mezi plodnosti a vyzivou objevili Evans a Bishop
v roce 1922, ze absence latky ve stravé samic potkanti vedla ke smrti plodu. Tato latka byla
poprvé oznacena jako FaktorX a poté jako vitamin E (jde o paty objeveny vitamin).
Ve 20. a30. letech bylo dale zjiSténo, Ze kromé& poSkozeni reprodukéniho systému
potkand, strava, ve kter¢ je vitamin E oxida¢n¢ zniCen zpisoboval encefalomalacii u kutat
aptakt a svalovou dystrofii u morcat a kralikii. V roce 1936 Evans izoloval z oleje
pSeni¢nych klickt alkohol, kterému dal jméno a-tokoferol (z feckého tokos = porod
a phero = pfinést, pfindsejici porod). V roce 1938 Fernholz objasnil strukturu a-tokoferolu
[17, 18].

Chemické a fyzikalni vlastnosti: Chemické vlastnosti tokoferold urcuje volna
fenolova hydroxyskupina, kterd miize byt esterifikovana. Na vzduchu postupné oxiduje
a z€ervend. Jeho vyznamné antioxida¢ni vlastnosti jsou dany schopnosti uvolnit ze své
molekuly atom vodiku. Vitamin E je svétle nazloutly viskézni olej, dobfe rozpustny
v lipofilnich rozpoustédlech a v ethanolu. Ve vod¢ je prakticky nerozpustny. UV spektra
tokoferolli a tokotrienold maji maximum absorpce pii 292-298 nm [17].
antioxidant rozpustny v tucich. Nachézi se v bunéénych membranach bohatych na mastné
kyseliny. S volnymi radikdly reaguje rychleji neZ mastné kyseliny, proto je nezbytné
dalezity pro stavbu a funkci bunéénych membran. Pii peroxidaci lipidd pfeménuje
alkylperoxylové radikaly lipidd LOO- na hydroperoxidy LOOH, které jsou nasledné
rozkladany plisobenim enzymu glutathionperoxiddzy. Tim je preruSen fetézec
lipoperoxidace a alkylperoxylové radikaly mastnych kyselin nemohou napadat dalsi
molekuly mastnych kyselin. Tokoferol se pfitom méni na tokoferylovy radikal, ktery je
stabiln&jsi a je diky vitaminu C z¢asti redukovan zpét na tokoferol. Vstiebava se v tenkém

stieveé, dale je pak transportovan do plazmy véazany na lipoproteiny (pievazné LDL).
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Vyznam funkci vitaminu E v lidském organismu je mnohostranny. Vysoké davky vitaminu
E snizuji riziko ateroskler6zy a ischemické choroby srde¢ni. Vyznamnou roli hraje také
v profylaxi starnuti buné¢k, oxida¢niho stresu — vychytavani volnych radikali, rakoviny,
dalezity je rovnéz pro Cinnost pohlavnich organd. Stimuluje bunéénou a humoralni
imunitu. Dobré vysledky byly zaznamenany 1 v terapii Alzheimerovy nebo Parkinsonovy
choroby. Vitamin E se uplatiiuje i pfi 1écbé koznich potizi [17, 19].

Zdroje a vyskyt: Na vitamin E jsou bohaté piedevsim rostlinné oleje lisované
za studena, kde tento vitamin pisobi jako antioxidant zabranujici zluknuti (slunecnicovy
olej, olej z obilnych klickd). Vitamin E obsahuji obilné klicky, semena, ofechy (napf.
mandle), ale i avokado, vejce, maslo, jatra, tuk z lososa nebo tundka, listova zelenina.
Vitamin E se ni¢i béhem kuchyiiské Gipravy a pii zpracovani potravin, a to véetné mrazeni
[17, 19].

Nedostatek vitaminu E: Jelikoz se vitamin E vstiebava v tenkém stfevé je jeho
nedostatek cCasto spojen s poruchou vstfebavani tukti nebo muze postihovat pacienty
po resekcei stfeva. Vyskytuje se také u pacientil s cystickou fibrézou. Nedostatek se miize
projevit neurologickymi potiZzemi, snizenou obranyschopnosti ¢i nedostate¢nou funkci
pohlavniho systému. U novorozencti mize nedostatek vitaminu E vyvolat anémii [17, 19].

Toxicita: Predavkovani vitaminem E je pomérné¢ vzacné. Na rozdil od ostatnich
vitamind rozpustnych v tucich je relativné malo toxicky. Vitamin E se ma uzivat
opatrné v kontrolovanych davkach u téch, kdo trpi zvySenou funkeci §titné Zlazy, diabetem,
vysokym krevnim tlakem nebo revmatickou srdecni vadou. Jeho dlouhodobé uzivani
vysokych davek zhorSuje vstiebavani vitaminu K [19].

Prijem: Doporucena denni davka vitaminu E je v priméru 10 mg denné (muzi
12 mg a Zeny 8 mg). Pfi lécebné terapii by denni davky nemély piekrocit 800 mg.
Vstiebatelnost pfirodni formy vitaminu E je vyS8i nez syntetické formy vitaminu E.
Vitamin C a selen podporuji ¢innost tokoferolu v organismu. Vysoké davky Zeleza, médi
a hot¢iku mohou snizit mnoZstvi vitaminu E v organismu. Slouceniny anorganického
zeleza, které se podavaji pfi chudokrevnosti, ni¢i vitamin E, nelze je proto uzivat
soutasné. Casova prodleva mezi jejich pifjmem by méla byt minimalng osm
hodin. Organické slouceniny Zeleza, jako je glukonat, citrat nebo fumarat, vitamin E nenici

[18, 19].
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3.2.2 Vitamin E acetat

Struktura:
@)
)J\ CHa
HsC O
CH3
H5C O
3 CHa CHs CHa CHs

CHj;

Obrazek 4: Strukturni vzorec vitaminu E acetdtu

Sumarni vzorec: C31Hs203
Mr: 472,75
CAS: 58-95-7 [20]

Vitamin E acetat je suchd, praSkovéa forma vitaminu E. Jedna se o ester kyseliny
octové a a-tokoferolu. Dokud neni acetat vitaminu E absorbovan a pfeménén ve stieve,
nema tato forma sama o sob& antioxidac¢ni vlastnosti. Je mnohem stabilnéj$i vici
sluneénimu zafeni a kysliku neZ samotny vitamin E. Zivotnost esteru je v&ti neZ
u neesterifikované formy tokoferolu. Bézn€¢ dostupny zdroj stabilniho vitaminu E je
synteticky DL-a-tokoferyl acetat.
dopliicich. Vitamin E acetat funguje v podstaté¢ jako provitamin vitaminu E, kdy
hydrolyzou esterové vazby dojde k uvolnéni vitaminu E a jeho antioxidacnich vlastnosti

[21].
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3.3 Chromatografické metody

Chromatografie je vyznamnd a Siroce pouzivana analytickdA metoda.
Chromatografické metody slouzi k separaci slozek smési. Pomoci chromatografie lze
oddélit jednotlivé latky ze smési a mizeme dale urcit jejich kvantitativni, a i kvalitativni

charakteristiky [22].

3.3.1 Zakladni princip a rozdéleni chromatografickych metod

Princip chromatografie spoc¢iva v déleni smési latek mezi dvéma fazemi. Jedna faze
je pritom vzdy staciondrni (nepohyblivd) a na ni dochdzi k zadrzovani d€lenych latek.
Druhé faze je mobilni (pohybliva) a touto fazi jsou délené latky unaSeny. Stacionarni fazi
muze byt tuhd latka nebo kapalina (ukotvena na tuhém nosici), mobilni fazi mize byt plyn
nebo kapalina. Stacionarni faze je umisténa v chromatografické koloné jako tzv. sorbent.
Mobilni faze protéka sorbentem. Mechanismus chromatografického déleni vyuziva retence
smési latek stacionarni fazi a postupné a opakované vytvéafeni rovnovaznych stavi
délenych latek mezi staciondrni a mobilni fazi. Mobilni a staciondrni faze jsou vzdjemné
nemisitelné. K ustavovani rovnovahy a k separaci slozek smési dochéazi na zaklad¢ afinity
latek smési k jednotlivym fazim [22, 23].

Podle vlastnosti stacionarni a mobilni faze se d€li i chromatografické metody.

Rozd¢leni je mozZné dle:

e mechanismu interakci (adsorp¢ni, rozd€lovaci, iontové vymeénnou, gelovou,
afinitni)

e skupenstvi mobilni faze (kapalinova, plynova)

e uspofadani stacionarni faze (kolonova, plosna, tenkovrstevnd) [23].

V této praci byla pouZzivana vysokoucinna kapalinova chromatografie (High
performance liquid chromatography — HPLC).
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3.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je analytickou separacni metodou, jez je Siroce pouzivana v mnoha
odvétvich. Uplatnéni nachdzi v monitorovani 1ékovych hladin, v analyze potravin,
v monitoringu zivotniho prostiedi ¢i diagnostice nemoci. Velké uplatnéni nachézi
ve farmacii, zejména pii vyzkumu a kontrole 1é¢iv. HPLC je pfedepsanou metodou
pfi uréeni totoZnosti a zkousek na Gistotu v monografiich Ceského Iékopisu [22].

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie je separacni metoda, kterd podava
informace o kvalit¢ 1 o kvantité zkoumanych analytd. Velkou vyhodou je jeji citlivost
a rychlost. HPLC poskytuje diky modernim pfistrojiim, které jsou vybavené autosamplery
1 moznost automatizace a davkovani malych objemu vzorkt (1 pl). Z toho vyplyva nizka
spotieba vzorkt a rozpoustédel. Pfi HPLC je mobilni faze pfivadéna do systému pomoci
cerpadla za vysokého tlaku. K rozdéleni latek dochdzi na koloné ptisobenim mobilni faze,
ktera eluuje analyty sorbované na fazi stacionarni [22].

HPLC délime na chromatografii na normalnich fazich ana chromatografii
na reverznich fazich podle polarity stacionarni a mobilni faze. V soucasné dob¢ je

pouzivangjsi chromatografie na reverznich fazich.

e chromatografie na normalnich fazich pouZzivé siln€ polarni adsorbent (silikagel,
oxid hlinity) a nepolarni nebo slabé polarni mobilni fazi (hexan, heptan,
metylenchlorid apod.). Vzhledem k hor§im vlastnostem nepolarnich rozpoustédel
(hotlavost, negativni plsobeni na lidské zdravi a také na Zivotni prostfedi) je
uptfednostinovana chromatografie na reverznich fazich.

e chromatografie na reverznich fazich vyuZiva snizenou polaritu stacionarni faze
a polarni mobilni fazi. Stacionarni faze je chemicky modifikovana. Na inertni nosic¢
(silikagel, oxid zirkoni¢ity nebo rGzné polymerni materidly) jsou chemickou
vazbou navazany rizné radikaly. Dle typu radikalu je dé€lime na nepolarni faze
(radikal obsahuje uhlikové fetézce, nejcastéji C8 az C18) nebo stfedné polarni faze
(radikal obsahuje tiiuhlikaté fetézce zakoncené riznymi skupinami, které ovliviiuji

polaritu, napt. -NHa, -CN [23].

Separace aeluce jednotlivych slozek smeési je ovlivnéna povahou staciondrni

1 mobilni faze. Dle povahy mobilni faze rozliSujeme gradientovou nebo isokratickou eluci.
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e gradientova eluce — slozeni mobilni faze se méni s ¢asem. Nejcastéji se pouziva
gradient linedrni (mGze byt i exponenciadlni nebo logaritmicky). Uplatituje se tam,
kde maji slozky smési odlisné fyzikalné—chemické vlastnosti, a kde by isokraticka
eluce byla ¢asoveé velmi naro¢nd. Gradientova eluce je vice pouzivanou technikou.

e isokraticka eluce — sloZzeni mobilni faze je konstantni béhem celé analyzy.
Vyhodou muze byt vysSsi stupeini separace analyzovanych slozek, avSak velkou
nevyhodou je délka analyzy ataké nejistota, zda doSlo k vymyti vSech slozek
analytu  z kolony. Isokratickd eluce je vhodna wuldtek s podobnymi

fyzikélné—chemickymi vlastnostmi [23, 24].

Separované analyty, které vychazeji zkolony jsou zaznamenavany pii prachodu
detektorem. Jejich signal je pfeveden do podoby chromatografického zaznamu, takzvaného
chromatogramu. Chromatogram je charakterizovan typickymi kiivkami, které nazyvame

piky (eluéni k¥ivky) [24].

Obrdazek 5: Schéma kapalinového chromatografu [22]

Z1, Z, Z; — zasobniky mobilni faze; € — vysokotlaké &erpadlo; PG — programovaci

zafizeni; K — chromatograficka kolona; D — diferencialni detektor; PC — pocitac

3.4 Metody stanoveni karotenoidii a vitaminu E

Ze stanovovanych latek je Iékopisnou latkou betakaroten, vitamin E
a vitamin E acetat. Lutein 1ékopisnou latkou neni. Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze potravni
doplitky obsahuji vétSinou smés luteinu a vitaminu E ¢i betakarotenu (nebo oboji) nebylo
mozné pouzit ke stanoveni obsahu piedepsané lékopisné metody. Proto byla pouzita
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separacni metoda, stanoveni pomoci HPLC analyzy. Vychéazelo se z metod, které byly
publikované v odborné literatute. VéEtsSina publikovanych metod byla aplikovéana predevsim
v analyze zeleniny a ovoce, proto byly uvedené zplsoby extrakce, upravy vzorku
a separace v nasi praci upraveny pro analyzu potravnich dopliikli. NiZe je uveden stru¢ny

ptehled 1¢kopisnych a jinych publikovanych metod analyzy latek naseho zajmu.

34.1 Metody  stanoveni  betakarotenu, vitaminu E
a vitaminu E acetatu dle Ceského 1ékopisu
e Betakaroten — CL piedepisuje spektrofotometrické stanoveni. Zkousena latka se
rozpusti v chloroformu, zfedi cyklohexanem a méfi se absorbance roztoku pii
455 nm. Roztok cyklohexanu slouzi jako kontrolni vzorek [6].
e Vitamin E — CL piedepisuje stanoveni obsahu pomoci plynové chromatografie
za pouziti dotriakontanu R jako vnitiniho standardu [16].
e Vitamin E acetit — CL piedepisuje stanoveni obsahu pomoci plynové

chromatografie za pouziti dotriakontanu R jako vnitiniho standardu [20].

3.4.2 Metody stanoveni karotenoidu

Vzhledem k lipofilnim vlastnostem karotenoidli je vyhodné pouziti organickych
rozpoustédel pii extrakci ze zkoumaného vzorku. Nejb&Znéji pouZivana jsou napiiklad
aceton, petrolether, hexan, diethylether, pfipadn¢ ethanol a methanol. Pouziti polarnich
alkoholti v nepolarnich rozpoustédlech se také ukazalo jako ucinné pii extrakei
karotenoidi. Jako nejvhodnéj$i moznosti se ukdzalo pouziti hexanu, acetonu a ethanolu.

Z dostupnych chromatografickych metod je pfi stanoveni karotenoidii nejbéznéjsi pouziti
metody HPLC. Byly zkouseny rizné metody, nicméné nejlepSich vysledkt dle ¢lanki
publikovanych v odborné literatufe vykazuje pouZiti chromatografie na reverznich fazich
za pouziti kolony C18 nebo C30. Chemické vlastnosti stacionarni faze ovliviiuji vysledky
stanoveni karotenoidll. Obecné lze fici, Ze stacionarni faze C30 poskytuji lepsi vysledky
analyz. Pro stanoveni geometrickych izomeri betakarotenu, luteinu, zeaxanthinu je
vyhodnéjsi pouzit stacionarni fazi C18. Mobilni fazi mlze tvofit cela fada latek v riznych

pomérech, napiiklad voda, methanol, acetonitril, 2-propanol, aceton, ethyl acetat,
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tetrahydrofuran, t-butyl methyl ether, dichlormethan, chloroform, methylenchlorid. Je v§ak
potteba zachovat podminku dokonalé misitelnosti pouzitych rozpoustédel. Z hlediska typu
eluce bylo dosazeno lepsich vysledkl pii pouziti gradientové eluce. Detekce je nejcasteji
za pomoci UV/VIS spektrofotometrického detektoru v barevné oblasti spektra [25-28].

Vysledky struéné reserSe z odbornych ¢lankt jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

26



Tabulka 1: Vybrané chromatografické metody stanoveni karotenoidii

kar%)?ert(l)g) i Stanlc;\tfl(z;/ane Kolona Mobilni faze Pratok | Nastiik | Detekce Typ eluce Literatura
Neoxanthin, lutein, A: Gradientova: 0-8 min
fucoxanthin, peridinin, LiChrospher voda:methanol Uv 440. | 25% B 8-18 min 75
. violaxanthin, zeaxanthin, 100 RP-18, 1:4 . ’ 0 .
Mikrotasy . > . I ml/min | 20ul | 450,475 | % B, 18-23 min 90 % [25]
vaucheriaxanthin, diatoxanthin, [ Spm, (4,6 x B: om B. 25-27 min 100 %
diadinoxanthin, giroxanthin 150 mm) aceton:methanol B ’27_3 2 min 25 % ]g
exter, dinoxanthin, betakaroten 1:1 ’ 0
I.QWI,’ spenat, Retinol, ubiquinol, tocopherol, A: methanol UV 450, Grad1entova: 0_27.
lidska plasma, . . . B: methyl tert- . min 96:2:2, 27-31 min
lidska tukové astaxanthin, lutein, zeaxanthin, C30 butyl ether 1 ml/min [ neuveden | 290, 325 18-802. 31-35 min [26]
kAR betakaroten, lycopen, C- voda a 272 nm 9622
Gradientova: 0-9
min: A (9-5 %), B
(81-45 %), C (10-50
A: voda %); 0d 9.1 do 15 min:
. . _10 —
Dopliiky Lutein C18, 4,6 x 250 B: acetonitril [ neuveden |neuveden| DAD AG OA))’ B (45 [27]
stravy mm 9%)C

C: ethyl acetat

(50-90 %); od
15.1 do 18 min: A (1-
9 %), B (9-81 %), C

(90-10 %)
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Tabulka 1: Vybrané chromatografické metody stanoveni karotenoidii

Zdroj . Stanoyovane Kolona Mobilni faze Pratok Nastik | Detekce Typ eluce Literatura
karotenoidii latky
Lutein, zeaxanthin, Polvmerni Xantophyly: methanol
Standardy | alfakaroten, betakaroten, (};1 3 Karoteny: A: methanol | 1,5 ml/min | neuveden | UV Isokraticka [28]
lycopen B: ethylacetat
o ., Gradientova: linearni
]ffiziii? karo?glrtirilcllln%,c]:fk(ej;n 13 2230)( A: methanol 0.9 ml/min | neuveden | UV 430 | gradientz95% Ana70% 1 o,
p Yy B: methyl tert-butyl ether | w nm | A za30min, 50 % A za 20
ovoce latek) 4,6 mm .
min
cl8 Hexan:aceton 1,5 ml/6 UV 430
Mgsicek Lutein, estery luteinu Radial : o neuveden | a 480 Isokraticka [30]
80:20 min
Pak A nm
Gradientova: 0 min 90:5:5
. 0 b
alfakaroten, betakaroten, | YMC C- A: methanol +0,1% 12 min 95:5:0, 25 min
lycopen,lutein 30 butylhydroxytoulen . PDA 89:11:0, 45 min 75:25:0
Mrkev zeaxanthin, violaxanthin | 2,0 x 250 B: methy}rtgr;-o?utyl ether | 150ul/min | 1,25 pl 19g£00 60 min 50:50:0,78 min [31]
(celkem 15 latek) mm butvih dr’()xo oulen 25:75:0, 80 min 90:5:5,
) Vodf 100 min 90:5:5
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Tabulka 1: Vybrané chromatografické metody stanoveni karotenoidii

Zdroj e Stanoyovane Kolona Mobilni faze Prttok Nésttik | Detekce Typ eluce Literatura
karotenoidi latky
Fenylova Lutein Isokraticka po 40 min,
Lutein, a, 8, Y'-tokoferol,| kolona UV 450 poté linearni gradient 4
S6iové bob [-sitosterol, Xterra, | Acetonitril:methanol:voda neuveden | neuveden am min 100 % A, udrzeni 7 [32]
! y stigmasterol, 150 x 3,9 48:22,5:29.5 oo | min, 4 min névrat k
campesterol mm, 3,5 inicialnim podminkam
ELSD e .
pum a udrzeni 6 min.
. . Gradientova: 100 % A,
Lutein, zeaxanthin, ) . . v
betakaroten A: methanol:isopropanol UV 450 | PO 15 min. snizeni na 70
Mango . . ’ . C30 (99:1) Iml/min 20 ul % A do 45. min., udrzeno [33]
violaxanthin, neoxanthin . . o nm . i~
(celkem 10 litek) B: methylenchlorid 100% 15 min., zvySeno na 100
% A do 65 min.
C-30, 4,6 uv Gradientova: linearni
. Lutein, lycopen, x 250 A: methanol . gradient 60 min od 90 %
Rajce betakaroten mm, 3um | B: tert-butyl methyl ether 0,8 ml/min 10 pl 45?1;370 do 40 % A, vyvazeni na [34]
(YMCO) 90 % A audrzeni 15 min.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material, pristroje a pomiicky

Standardy karotenoidu:

Chemikalie:

Pristroje a pomiicky:

Lutein 90%, Applichem

Betakaroten 97%, Sigma Aldrich
Vitamin E 96%, Sigma Aldrich
Vitamin E-acetat 96%, Sigma Aldrich

Methanol chromasolv, Sigma Aldrich
Acetonitril chromasolv, Sigma Aldrich
Hexan chromasolv, Sigma Aldrich
Metylenchlorid, Sigma Aldrich
Aceton, Sigma Aldrich

Chloroform, Sigma Aldrich

Kyselina octova, Fluka

Kyselina askorbova, Sigma Aldrich
Hydroxid draselny, Lachema

Kyselina chlorovodikova, Lachema

Destilovand voda, Millipore

Chromatograficka sestava Shimadzu

Pumpy LC-10 AD VP

Degasser DGU-14 A

Autosampler SIL-HTA

Termostat kolony CTO-10 AC VP

DAD detektor SPD-M10A VP

Fluorescen¢ni detektor RF-10A XL
Ultrazvukova lazen, Bandelin Sonorex Digitec
Analytické vahy, Sartorius

Ttepacka, Memmert

Centrifuga, Schiller Instruments
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Kolony: Ascentis Express C-18 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um (Sigma Aldrich)

Atlantis T3, 150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 um (Waters)

Ascentis Express RP-Amide 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um (Sigma

Aldrich)

Zkoumané potravni dopliky:

Ostrovidky (Noventis s.r.0.)

Ocutein forte (Simply You Pharmaceuticals
a.s.)

Walmark Lutein forte (Walmark)
Ocumax (SVUS PHARMA a.s, Hradec
Kralové)

Avilut (Herbacos — Recordati s.r.o.)
Ocuvite (Dr. Gerhard Mann, Chem.-
Pharm. fabrik GMBH)

Lutein pro o¢i (Uniospharma)
Walmark Betakaroten (Walmark)
Revital Super Betakaroten (Vitar)
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4.2 Deklarovany obsah Kkarotenoidi, vitaminu E a
vitaminu E-acetatu ve zkoumanych potravnich

dopliicich

Tabulka 2: Obsah karotenoidii, vitaminu E, vitaminu E-acetatu, betakarotenu v potravnich
dopliicich

Obsah latky (mg/1 tbl/1 cps.)

Ptipravek Lutein | Vitamin E | Vitamin E-ac. | Betakaroten
Ostrovidky 3 mg 6,7 mg
Ocutein forte 15 mg 30 mg 2 mg

Walmark Lutein forte 20 mg 36 mg

Ocumax 12 mg
Avilut 12 mg
Walmark Betakaroten 6 mg
Ocuvite 6 mg 8,8 mg
Lutein pro oci 6 mg 7,5 mg
Revital Super Betakaroten 3mg 6 mg
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4.3 Priprava roztoki standardu

Standardy luteinu, betakarotenu, vitaminu E a vitaminu E-acetatu byly rozpoustény
v 1-20 ml chloroformu. Protoze se jednd o velmi lipofilni latky byl na zadklad¢ poznatki
z odbornych c¢lanki pouzit jako rozpoustédlo chloroform. Navazky standardii byly
rozpoustény ve vialkach ztmavého skla. Nasledné byly ultrazvukovany 5 minut a dale
uchovavany v chladni¢ce. Zejména lutein je velmi citlivy k oxidatnim zménam
auchovanim vzorki v chladu se ptedeSlo jejich znehodnoceni. Byl také navazovan

vzhledem k cen€ v nejmensim mnozstvi.

4.3.1 Priprava zasobnich roztoki standardi

Tabulka 3: Koncentrace zasobnich roztoki standardi luteinu, betakarotenu,
vitaminu E a vit. E-acetatu

Navéazka Chloroform Koncentrace
(mg) (ml) (mg/1)
Lutein 1,03 1 1030
Betakaroten 50,15 20 25007
Vitamin E 101,00 20 5050
Vitamin E- 100,70 20 5035
acetat
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4.3.2 Priprava pracovnich roztoku standardu

Pracovni roztoky byly pfipraveny smisenim 2 ml roztokd standardu a 10 ml
chloroformu. Toto fedéni bylo provedeno péctkrat. Koncentrace pracovnich roztoka

standardti byla nasledujici:

Lutein 206 mg/1

Vitamin E 1010 mg/1
Vitamin E-ac. 1007 mg/1
Betakaroten 501,5 mg/l

4.4 Priprava analyzovanych vzorki

Priprava kapsli: Obal kapsle se mechanicky narusil ntizkami, kapsle byla
rozpusténa ve 20 ml chloroformu. Zkumavka s kapsli a chloroformem se protiepala a dala
se 5 minut ultrazvukovat. Roztok byl pfefiltrovan pies 0,45 um filtr. Timto byl ziskén
zakladni extrakt, ktery bylo tieba dale vhodn¢ natedit.

Priprava tablet: Bylo zvdzeno 10 tablet a spocitana primérna hmotnost jedné
tablety. Tablety byly rozdrceny a byla odvazena hmotnost jedné tablety. Tabletovina byla
rozpu$téna v 10 ml vody, poté bylo pfidano 0,5 ml kyseliny askorbové (¢ = 0,5 g/l).
Nasledné bylo pfiddano 15 ml 1 M hydroxidu sodného v methanolu. Roztok se 15 minut
ultrazvukoval. Poté se roztok okyselil 5 ml 37% kyselinou chlorovodikovou. Nasledovalo
ptidani 20 ml chloroformu a 20 minut centrifugace. Doslo k oddéleni vodné a organické

vrstvy. Chloroformova vrstva se odebrala, zfiltrovala a byla pouzita pro analyzu.

4.5 Optimalizace chromatografickych podminek

Cilem optimalizace je vybér takovych chromatografickych podminek, pii kterych je
dosazena dostateCnd separace jednotlivych slozek smési v co nejkrat§im case. Mezi
podminky optimalizace tfadime volbu kolony, slozeni mobilni faze, vlnovou délku
detektoru, rychlost pratoku mobilni fdze kolonou, teplotu na kolné a objem davkované

smési.
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4.5.1 Volba vinové délky detektoru

Karotenoidy maji ve své molekule velky pocet konjugovanych dvojnych vazeb,
absorbuji zafeni ve viditelné oblasti spektra (400-760 nm). Vitamin E a vitamin E-acetat
absorbuji zafeni v ultrafialové oblasti spektra (10400 nm). Pro analyzu karotenoidii
a vitaminid byl vyuzit DAD detektor ktery byl soucasti HPLC systému a umoznil vybér
ruznych vinovych délek pro detekcei jednotlivych analyti.

Tabulka 4: Vinové délky absorbcniho maxima zareni pro jednotlivé latky

Analyt A (nm)
Lutein 445
Betakaroten 455
Vitamin E 290
Vitamin E-ac. 290

Obrdzek 6: Absorpcni spektrum luteinu Obrazek 7: Absorpcni spektrum betakarotenu
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Obrazek 8: Absorpcni spektrum vitaminu E~ Obradzek 9: Absorpcni spektrum vit. E-ac

Detekce byla provadéna pti dvou vinovych délkach 290 a 450 nm. Vitaminy byly
detekovany pouze pii vlnové délce 290 nm. Karotenoidy jsou detekovatelné pii obou
vlnovych délkach, ale pfi 450 nm vykazuji vyssi odezvu a lepsi symetrii pikt. Pfi téchto
vinovych délkach neabsorbuji rozpoustédla a piipadné necistoty a neprojevuji se tak

na zaznamu.

4.5.2 Optimalizace sloZeni mobilni faze a vybér

nejvhodnéjsi kolony

Pii vybéru nejvhodnéj$i mobilni faze se vychdzelo z postupli publikovanych v
odborné literatufe. Bylo testovano nékolik chromatografickych kolon a fada mobilnich fazi
v ruznych pomérech. Méteni probihalo v modu separace na reverznich fazich. Pti vybéru
mobilnich fazi se vychazelo z vlastnosti latek. Vitaminy E a betakaroten jsou velmi
lipofilni latky. Lutein obsahuje ve své molekule hydroxylové skupiny, které snizuji jeho
lipofilitu. Diky témto vlastnostem zkoumanych latek byly zvolené mobilni faze vybirany

tak, aby se jednotlivé slozky smeési dostateCné separovaly atato separace probihala
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v optimalnim (co nejkrat§im) case. Pro urychleni Casu analyzy a zdivodid rozdilné

lipofility analyzovanych latek byla pouzita gradientova eluce.

4.5.3 Rychlost pritoku mobilni faze, davkovaného objemu

a teploty pri analyze

Pfi volbé téchto parametri bylo vychdzeno =z odbornych poznatkl. Jako
nejvhodnéjsi rychlost pritoku mobilni faze byla zvolena rychlost Iml/min. Davkovany
objem byl 5 pl, tedy standardni pouzivané mnozstvi pro HPLC analyzu. Teplota

kolonového termostatu pfi analyzach byla nastavena na 30 °C.

4.6 Vysledky separaci na jednotlivych kolonach

4.6.1 Ascentis Express C-18 (100 x 4,6 mm, 5 pm)

Jedn4 se o standardni C18 kolonu, kterd se Casto pouziva pfi HPLC analyze.
Sorbent s C18 skupinami vyuZivala i fada odbornych praci pfi analyze karotenoidi

a vitaminu.

Nejlepsich vysledkil bylo dosazeno pii pouziti gradientu 1 a sloZeni mobilni faze
acetonitril a methylenchlorid:hexan (1:1), déale bylo zkouSeno slozeni mobilni faze

methanol:acetonitril (2:8) a methylenchlorid:hexan (1:1).
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Gradient €. 1: mobilni faze acetonitril + methylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 5: SloZeni a pomeér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢ .1

Slozeni mobilni faze (%)

Cas | Acetonitril Methylenchlorid:hexan (50:50)
do 2. 100 0
3.-5. 75 25
5.-6. 75 25
6.-9. 100 0

Tabulka 6: Retencni casy vzorkii pri pouziti gradientu ¢. 1

Retencni ¢as (min)
Lutein 2,6
Vit.E 5,1
Vit.E -ac 5,2
Betakaroten 6,4
malJ
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Obrdazek 10: Chromatogram ziskany pri pouziti gradientu ¢ .1
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Gradient ¢. 1: mobilni faze methanol:acetonitril (2:8) + methylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 7: SloZeni a pomeér mobilni faze pri pouZiti gradientu ¢. 1

SloZeni mobilni faze (%)

Cas (min) Methanol:Acetonitril Methylenchlorid:hexan
Do 2. 100 0
3.-5. 75 25
5.-6. 75 25
6.-9. 100 0

Tabulka 8: Retencni casy vzorkit pri pouziti gradientu ¢ .1

Retencni ¢as (min)
Lutein 2,0
Vit.E 4,9
Vit.E-ac 5,1
Betakaroten 6.0
s
-290nm,4hm (1.00) c
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Obrdazek 11: Chromatogram ziskany pri pouziti gradientu ¢ .1
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Gradient €. 2: mobilni faze acetonitril + methylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 9: SloZeni a pomér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢. 2

SloZeni mobilni faze (%)

Cas (min) Acetonitril Methylenchlorid:hexan
50:50
Do 2. 95 5
3.-5. 75 25
5.-6. 75 25
6.-9 95 5
Tabulka 10: Retencni casy vzorkii pri pouZiti gradientu ¢. 2
Retencni ¢as (min)
Lutein 1,9
Vit.E 4,75
Vit.E-ac 4,98
Betakaroten 6.0
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Obrdazek 12: Chromatogram ziskany pri pouziti gradientu ¢ .2
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4.6.2 Atlantis T3 (150 x 3 mm, 3 pm)

Na této kolon¢ byly pouzity mobilni faze ve sloZzeni acetonitril
a methylenchlorid:hexan (1:1). Opét byl vyvijen gradient dle metody gradient 1
a gradient 2. Pii pouziti gradientu 1 dochazelo ke Spatné separaci pikd luteinu
a betakarotenu. Naopak vitaminy se separovaly velmi dobie. Metodou gradient 2 se
dosahlo lepsi separace luteinu a betakarotenu. U obou pouzitych metod byl delsi retencni

¢as luteinu a betakarotenu.

Gradient €. 1: mobilni faze acetonitril + methylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 11: Slozeni a pomér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢ .1

Slozeni mobilni faze (%)
Cas (min) Acetonitril Methylenchlorid:hexan
50:50
Do 2. 100 0
3.-5. 75 25
5.-6. 75 25
6.-9. 100 0

Tabulka 12: Retencni casy vzorkii pri pouziti gradientu ¢ .1

Reten¢ni ¢as (min)
Lutein 3,45
Vit.E 5,1

Vit.E-ac 5,25
Betakaroten 7,5
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Obrazek 13: Chromatogram ziskany pri pouziti gradientu ¢ .1

Gradient €. 2: mobilni faze acetonitril + methylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 13: Slozeni a pomér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢. 2

SloZeni mobilni faze (%)
Cas (min) Acetonitril Methylenchlorid:hexan
50:50
Do 2. 95 5
3.-5. 75 25
5.-6. 75 25
6.-9. 95 5

Tabulka 14: Retencni casy vzorkii pri pouZiti gradientu ¢. 2

Reten¢ni ¢as (min)
Lutein 2,25
Vit.E 4,9

Vit.E-ac 5,1
Betakaroten 6,91
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Obrazek 14: Chromatogram ziskany pri pouziti gradientu ¢. 2

4.6.3 Ascentis Express RP-amide (100 x 4,6 mm; S pm)

Diky pfitomnosti amidové skupiny dochazi k odlisné retenci hydrofilnich
a hydrofobnich latek. Oproti pfedchozim pouZzitym kolonam je vice hydrofilni. Na této
kolon¢ byly zkouSeny tfi rozdilné gradienty. Slozeni mobilni faze bylo stejné jako
u predchozich kolon. Acetonitril methylenchlorid:hexan (1:1). U gradientu ¢. 3 byl
zkousSen 1 Cisty acetonitril. Pfi pouziti vSech typl gradientli dochédzelo k pozdni separaci
luteinu. VSechny piky se od sebe nedostate¢né separovaly. K separaci vitaminu E
a vitaminu E-acetatu nedoslo viibec. Pik betakarotenu nemél dostatecnou odezvu. Na této
koloné byla také testovana i1 separace polohového izomeru luteinu, tedy zeaxanthinu, ktery
se v potravnich doplicich mize také v niZSich koncentracich vyskytovat. Nebyl vSak dale

kvuli nedostatku standardu hodnocen.
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Gradient €. 1: mobilni faze acetonitril + methylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 15: Slozeni a pomér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢.1

SloZeni mobilni faze (%)
Cas (min) Acetonitril Methylenchlorid:hexan
50:50
Do 2. 100 0
3.-5. 75 25
5.-6. 75 25
6.-9 100 0

Tabulka 16: Retencni casy vzorkii pri pouZiti gradientu ¢.1

Retencni ¢as (min)

Lutein 4.9
Vit.E 5.45
Vit.E-ac 5.45
Betakaroten 5,75
mAL
1290nm, dnm {1.00)
0
] ; P
N wi ¢
] 7 I
7 2 =1 °
> o
s
] W\N 0
TN |
_\ ] [l [l ] | [l [l [l [l [l [l [l [l | [l [l [l 0 ! [l [l 0 | [l [l [l [l [l 0 \ [l [l 0 ] | [l [l [l [l
0.0 1.0 20 30 41 50 7.0 8.0 min

Obrdazek 15: Chromatogram ziskany pii pouZiti gradientu ¢. 1
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Gradient €. 2: mobilni faze acetonitril + metylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 17: Slozeni a pomér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢.2

SloZeni mobilni faze (%)
Cas (min) Acetonitril Methylenchlorid:hexan
50:50
Do 2. 95 5
3.-5. 75 25
5.-6. 75 25
6.-9. 95 5
Tabulka 18: Retencni casy vzorkii pri pouZiti gradientu ¢.2
Retencni ¢as (min)
Lutein 4,15
Vit.E 5,1
Vit.E-ac 5,1
Betakaroten 5.3
mAU
4290nm 4rm (1.00)
3 u
- o s
: £ ey I
20 b wit 3
] 3 = W
] Ell | o
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Obrdzek 16: Chromatogram ziskany pri pouZiti gradientu ¢.2
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Gradient €. 3: mobilni faze acetonitril + methylenchlorid:hexan (1:1)

Tabulka 19: Slozeni a pomér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢.3

SloZeni mobilni faze (%)
Cas (min) Acetonitril Methylenchlorid:hexan
50:50
Do 2. 100 0
3.-5. 85 15
5.-6. 85 15
6.-9. 100 0
Tabulka 20: Retencni casy vzorkii pri pouziti gradientu ¢.3
Retencni ¢as (min)
Lutein 5,15
Vit.E 6,2
Vit.E-ac 6,2
Betakaroten 6,75
mAl
S0380m 4rm (1.00]
c 9]
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Obrdzek 17: Chromatogram ziskany pri pouZiti gradientu ¢.3
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Gradient ¢. 3: mobilni faze acetonitril

Tabulka 21: Slozeni a pomér mobilni faze pri pouziti gradientu ¢.3

SloZeni mobilni faze (%)

Cas (min) Acetonitril
Do 2. 100
3.-5. 100
5.-6. 100
6.-9. 100

Tabulka 22: Retencni casy vzorkii pri pouziti gradientu ¢.3

Retencni ¢as (min)
Lutein 6,0
Vit.E 8,0
Vit.E -ac 8,0
Betakaroten 10,0
290nm dnm (100}
O
@
" _
T w c
v £ 3
3 £ -
s © T
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Obrdzek 18: Chromatogram ziskany pri pouZiti gradientu ¢.3
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4.7 Zakladni validace metody

4.7.1 Souhrn optimalnich chromatografickych podminek
Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pii pouziti kolony Ascentis Express C—18, pfi

pouziti gradientu 1 a sloZzeni mobilni faze acetonitril, methylenchlorid:hexan (1:1). Za

téchto podminek trvala doba analyzy i ekvilibraci kolony 9 minut. Mezi pikem luteinu

a betakarotenu byla prodleva necelé 4 minuty.

e Kolona — Ascentis Express C—18 (100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
e Detekce — UV/Vis 290 nm a 450 nm

e Dévkovany objem vzorku — 5 pl

e Rychlost pratoku mobilni fdze — Iml/min

e Teplota—30°C

e Gradientova eluce

Tabulka 23: Slozeni a pomér mobilni faze pri pouZiti gradientu ¢. 1

SlozZeni mobilni faze (%)
Cas Methylenchlorid:hexan
(min) Acetonitril
(50:50)

do 2. 100 0
3.-5 75 25
5.-6. 75 25
6.-9. 100 0
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Obrazek 19: Chromatogram standardu za validovanych podminek pri vinové délce 290 nm
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Obrdzek 20: Chromatogram standardii za validovanych podminek p¥i vinové délce 450 nm
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4.7.2 Test vhodnosti chromatografického systému (System
suitability test — SST)
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60 —

Lutein/2.658
B-karoten/6.289
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Obrazek 21: Chromatogram separace standardit ziskany pri SST

Tabulka 24: Hodnoty parametrii ziskanych pri SST

Retencni Cas | Faktor symetrie | RozliSeni | Pikova kapacita
Lutein 2,658 1,885 - 21,09
Vit.E 5,101 1,215 12,202 46,00
Vit.E-ac. 5,294 1,718 1,917 43,45
Betakaroten 6,289 2,116 7,859 32,25
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4.7.2.1 Faktor asymetrie

Se vypocita podle vzorce:  As= W5/ 2d
W05 — Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky
d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné

dvacetin¢ jeho vysky

4.7.2.2 RozliSeni

Tento parametr se vypocitd podle vzorce: Ry = 1,18 (tri-tr2) / (Wh1 + Wi2)
tr — retenni Cas

Wi, — 8itka piku v poloviné jeho vysky

4.7.2.3 Pikova kapacita

Tento parametr se vypocitava podle vzorce: n, = [+(t/4 X W)
tg — Cas gradientu

Wi, — 8itka piku v poloviné jeho vysky

4.7.3 Opakovatelnost

Pti testu opakovatelnosti byla provedena analyza Sesti nastiikii od kazdé latky pro
jednu koncentraci. Pro analyzu byly pouzity pracovni roztoky standardii o koncentracich

uvedenych v tabulce 25. Vysledky jsou zaznamenany v nasledujici tabulce.
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Tabulka 25: Vysledky testu opakovatelnosti

Koncentrace .. 5 ) RSD
Plocha pod pikem | Primér | Smérodatna odchylka

(mg/1) (%o)

3828847

3792160
Lutein 3777469 35865 0,95
3775222

100 3761801

3734261

3753984

634926

602625
Vit. E 608312 13162 2,16
600850

82,5 602245

602931

606295

232576

228222
Vit.E-ac. 228153 3302
225880 1,45

495 225719

224809

231713

7068695

6959890
Betakaroten 6954434 65002 0,93
6924056

150 6941237

6961335

6871390

52



4.7.4 Linearita

Linearita byla testovana na osmi nebo deviti koncentracich kazdé latky. Bylo
provedeno Sest nastfiki pro kazdou koncentraci. Pro vypocet byly pouzity primérné
hodnoty ploch pod pikem. Vysledky byly hodnoceny metodou linedrni regrese a jsou

shrnuty v nasledujicich tabulkach.

Lutein

Tabulka 26: Vysledky testu linearity luteinu

Koncentrace (mg/l) Primeérna plocha pod pikem
25 438477
50 1130283
75 2083706
100 3229850
150 5679116
200 8499497
250 11315246
300 13819537
15000000
10000000
5000000
8 1 1 Il ]
< 0 T T T 1
-5000000 100 200 300 400

c (mg/l)

Obrazek 22: Graf linedrni regrese luteinu
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Regresni funkce: y =kx +q
Pocet bodiin =8
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

Smérnice k = 50155+ 1425
Absolutni Clen q = -1435448 + 243592
Korelaéni koeficient R = 0,9975

Rezidualni odchylka S = 372803

Vitamin E

Tabulka 27: Vysledky testu linearity vitaminu E

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha pod pikem

25 30166

50 79424

100 172953

200 374643

300 578007

400 832912

600 1205313

800 1628374

1000 2036072
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Obrazek 23: Graf 'linearni regrese vitaminu E

Regresni funkce: y =kx + q
Pocet bodiin =9
Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

Smérnice k =2066,5 £ 15,6
Absolutni ¢len g =-27016 + 7867
Korelaéni koeficient R = 0,999802

Rezidualni odchylka S = 15248,8

Vitamin E-acetat

Tabulka 28: Vysledky testu linearity vitaminu E-acetdtu

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha pod pikem
25 18268
50 39112
100 73814
200 143964
300 215109
400 310201
600 424702
800 581605
1000 732090
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Obrazek 24.: Graf linedrni regrese vitaminu E — acetatu

Regresni funkce y =kx + q

Pocéet bodun=9

Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

Smérnice k =727,2 £ 8,9
Absolutni ¢len q = 1320,6 =£4518.,4
Korelaéni koeficient R = 0,999472

Reziduélni odchylka S = 8757,7

56



Betakaroten

Tabulka 29: Vysledky testu linearity betakarotenu

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha pod pikem

25 154585
50 500739
100 1431174
200 3536647
300 6518630
400 9429688
600 13091393
800 16719506

20000000

45000000

20000000 .

5000000

0 200 400 600 800 1000
¢ (mg/l)

Obrazek 25: Graf linedrni regrese betakarotenu
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Regresni funkce: y =kx + q
Pocet bodlin =8
Parametry regresni piimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

Smérnice k =22218,7 + 755,4
Absolutni ¢len q=-451126,3 + 304886
Korelaéni koeficient R = 0,99655

Rezidualni odchylka S = 553792,6

4.8 Extrakéni postupy

Pti extrakci karotenoidt z dopliki stravy se vychazelo z ¢lanki publikovanych
praci na toto téma na katedfe analytické chemie. V praci byly pouzity extrakéni postupy
s vyuzitim chloroformu, ukterych se ptredpokladalo zajisténi dobrych vysledkd pro
konkrétni testované latky. Detailngj$i popis jednotlivych extrakénich zplsobi je popsan
v nasledujicim textu. Pro hodnoceni u¢innosti extrakce a vypoctu obsahu karotenoidl
v jednotlivych pfipraveich bylo pouzito srovnani ploch pikidl testovanych latek s piky

standarda.

4.8.1 Extrakéni postup 1 (kapsle)

Obal kapsle se mechanicky naruSil ntizkami, kapsle byla rozpusténa ve 20 ml
chloroformu. Zkumavka s kapsli achloroformem se protiepala a dala se 5 minut
ultrazvukovat. Roztok byl prefiltrovan pifes 0,45 um filtr. Timto byl ziskan zékladni

extrakt, ktery bylo tfeba dale vhodné natedit. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro fedéni
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byl zvolen na zéklad¢ piedchozich zkuSenosti acetonitril. Podle typu piipravku, respektive
podle ocekavaného obsahu latek bylo pouzito riizné fedéni.

A: 100 pl extraktu + 900 ul ACN

B: 200 pl extraktu + 800 ul ACN

Touto metodou fedéni vykazovaly extrakty dobré dostate¢né odezvy detektoru.

4.8.2 Extrakc¢ni postup 2 (tablety)

Bylo zvazeno 10 tablet a spocitdna primérna hmotnost jedné tablety. Tablety byly
rozdrceny a byla odvdZena hmotnost jedné tablety. Tabletovina byla rozpusténa v 10 ml
vody, poté bylo ptidano 0,5 ml kyseliny askorbové (¢ = 0,5 g /1). Nasledné bylo ptidano 15
ml 1 M hydroxidu sodné¢ho v methanolu. Roztok se 15 minut ultrazvukoval. Poté se roztok
okyselil 5 ml 37% kyselinou chlorovodikovou. Nasledovalo pfidani 20 ml chloroformu,
protiepani a 20 minut centrifugace. DoSlo k odd€leni vodné a organické vrstvy.
Chloroformova vrstva se odebrala, zfiltrovala a byla pouzita pro analyzu. Metoda

vykazovala na chromatogramech odezvy, ale zejména pro lutein byly velmi nizké.

Univerzalni zplusob extrakce, ktery by zajistoval optimalni odezvy pro vSechny
testované latky bohuzel nebyl nalezen ani potvrzen. Potvrdily se jiz pfedchozi zkuSenosti,
ze pro kazdy ptipravek by byl vhodny jiny zplisob extrakce. V této praci byly vzorky
zpracovany extrakénimi postupy vyse uvedenymi. Byly vybrany na zékladé pfedchozich
zkuSenosti, protoze s jejich pomoci bylo dosazeno relativné dobrych vysledkii u vice

vzorkd.
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4.8.3 Presnost

Kur€eni parametru pfesnosti byly analyzovany roztoky vzorku Ocutein forte,
Walmark Lutein forte a Ostrovidky, které byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole
4.7.1. Byly provedeny tii nastfiky kazdého roztoku na kolonu a urcena primeérnd plocha
piku vztahujici se na primérnou navazku 450 mg. Smérodatna odchylka a relativni

smérodatnd odchylka byla stanovena pro 6 roztokl. V ptipadé piipravku Ostrovidky byly

méfeny pouze 3 roztoky.

Tabulka 30: Presnost analytické metody — pripravek Ocutein forte

Nazev Lutein Vitamin E
10578207 164433,3
10631063 161807,3
Primérné
hodnoty 10692118 162445
ploch pikta 10147664 165249
10634413 162232,7
10542948 164481
Pramér 10537735 163441,4
SD 1978442 1446,108
RSD (%) 1,88 0,88
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Tabulka 31: Presnost analytické metody — pripravek Walmark lutein forte

Nazev Lutein Vitamin E

5951278 212784,3

5711835 205128,7

Primérné

hodnoty 6130517 213164,3

ploch pikl 6320777 220141,3

6063285 210021,7

6103712 210689,7

Priimér 6046901 211988,3
SD 203424,8 4921,328
RSD (%) 3,36 2,32

Tabulka 32: Presnost analytické metody — pripravek Ostrovidky

Nazev B-karoten

Primérné | 8714432

hodnoty | ¢ 1¢4754

ploch pikt
8649043

Primér 8615920

SD 118595,3

RSD (%) | 1,38
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4.8.4 Spravnost

Spravnost byla vyjadfena vytéznosti. Vytéznost byla méfena u vzorku Revital
Super Betakaroten, Ocutein forte. Ke zjisténi vytéznosti bylo pfipraveno Sest roztokti podle
kapitoly 4.7.1. U zkoumanych roztokli byly provedeny dva nastiiky na kolonu.
Ze ziskanych hodnot byla vypocitana primérnd plocha pikl. Ziskané hodnoty byly

pfepocteny na jednotnou navazku 0,5 g dle vzorce uvedeného nize.

A — primérnd plocha piku jedné latky

m — hmotnost navazeného vzorku

Vytéznost byla vypocitana jako rozdil priméru ploch pik s pfidavkem
standardnich latek ke vzorku a primeéru ploch vzorku bez standardti v poméru k priméru

ploch pikti samotnych standardd.

Re — (ASL'+VZ_AVZ) X 100
Ast

Ast+vz — je primér ploch pikil s pfidavkem standardu
Av; — je prumér ploch pikti bez standardu

As¢ — je pramér ploch pikti samotnych standardt
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Tabulka 33: Vytéznost analytické metody — pripravek Super betakaroten

Nazev B-karoten
100,54
100,39
S
; 92,79
Qo
S
Q 109,98
>
>
100,62
102,35
Primér 101,11
SD 5,49
RSD (%) 5,42

Tabulka 34: Vytéznost analytické metody — pripravek Ocutein forte

Nazev Lutein Vitamin E B-karoten
110,5 98,84 138,17
108,23 111,21 154,62
S
; 105,81 104,57 159,25
S
=
D 111,29 107,21 171,19
>
>
108,2 104,59 151,53
110,8 103,41 157,13
Pramér 109,14 104,97 155,32
SD 2,1 4,1 10,8
RSD (%) 1,9 3,9 7
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Chromatografické zaznamy analyzy vybranych potravnich dopliki
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Obrazek 26: Chromatogram ziskany pri analyze vzorku pripravku Walmark Lutein forte
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Obrazek 27: Chromatogram ziskany pri analyze vzorku pripravku Ostrovidky
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Obrdzek 28: Chromatogram ziskany pri analyze vzorku pripravku Ocutein forte
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Obrazek 29: Chromatogram ziskany pri analyze vzorku pripravku Revital Super Betakaroten
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Obrazek 30: Chromatogram ziskany pri analyze vzorku pripravku Ocuvite
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Souhrn vysledki stanoveni vybranych potravnich dopliku
Tabulka 35: Nameérené mnozstvi analyzovanych latek ve zkoumanych pripravcich

Lutein Beta-karoten VitE Vit E-ac.
c c Nalezené c C Nalezené c c Nalezené c c Nalezené
Pripravek vypodtand | naméfena mnoZstvi wvypotitana | nam éfena mnoZstyi vypofitana | naméfena mnoZstyi vypofitana | naméfena mnoZstvi
{m g'ml) {mg/ml) deklarovaného (mg/ml) (mgiml) | deklarovaného {mg/ml) (mgml) deklarov aného (mgml) (mg/ml) deklarovaného
obsahu {%4) ob sahu (%40) ob sahu {%0) obsahu (%)
Ostrovidky 30 64,42 215 67 68.52 101 - - - - - -
Ocutein forte 75 98,41 130 - - - - - - 150 4044 2745
Walmark
100 110,41 110 - - - - - 180 9432 524
Lutein forte
Ocumazx 120 102,42 85,3 - - - - - - - - -
Awilut 120 140 116.6 - - - - - - - - -
Walmark
- - - 60 38.12 63 - - - - - -
Beta karoten
Ocuvite 150 0 - - - 220 133.64 60.74 - - -
Lutein pro od 130 0 125 10733 85,8 187.5 1115 5047 - - -
Revital Super
- - - 150 253.15 168,7 - - - 75 96.22 1283
Beta karoten
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Komentar k ziskanym vysledkiim

Obecné¢ bylo dosazeno dobrych vysledki pfi testovani obsahu betakarotenu,
vitaminu E a vitaminu E-acetatu. U ptipravkl Ocuvite a Lutein pro oci byl ve slozeni
uveden vitamin E, ale pfi analyze byl ve skute¢nosti naméfen vitamin E-acetat.
Z testovanych piipravki vykazoval nizky obsah vitaminu E-acetdtu Ocutein forte (pouze
27 % uvedené¢ho mnozZstvi).

Vysledky obsahu luteinu v o¢nich ptipravcich byly nejednotné. Ptipravky, kde je
lutein v Zelatinové olejové tobolce — Ostrovidky, Ocutein forte, Walmark Lutein forte,
Ocumax a Avilut vykazovaly velmi dobré vysledky. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno
u pripravku Avilut (116,6 %). Daleko vyssi hodnoty byly naméfeny u ptipravku
Ostrovidky (215 %). Hodnoty luteinu byly 2x vy$si, neZ bylo uvedeno vyrobcem. To mliZze
byt zplisobeno tim, Ze lutein pochazi z rostlinnych zdrojii a miize mit rtiznou ¢istotu.

Ptipravky, které byly ve form¢ tablet vykazovaly pouze minimalni stopy luteinu.
Ptfi pfepoctu pak obsah luteinu vySel nulovy. Deklarovany obsah tedy viibec neodpovida
naméfenym hodnotdm. Velmi Spatné vysledky méfeni mohly byt zplisobeny nedostatecné
uc¢innym extrakénim postupem nebo Spatné zvolenou Iékovou formou. Jelikoz lutein
snadno podléha oxidaci, vyvstava otazka, zda je viibec mozné, aby zlstal v tableté stabilni.
Pti jeho silné lipofilni povaze je jist¢ mnohem stalejsi ve formé olejové tobolky, coz bylo

dokéazano i naméfenymi vysledky.
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5 Zavér

Tato prace byla zaméfena na zjiSténi obsahu karotenoidii a vitaminli v potravnich
doplncich. Pfi stanoveni vhodného postupu separace jednotlivych latek se vychazelo z jiz
provéienych postupli z diplomové a rigorozni prace (Optimalizace chromatografickych
podminek pro HPLC stanoveni vybranych karotenoidti, Petra Dvotakova, 2009 a HPLC
stanoveni luteinu, zeaxanthinu a betakarotenu v potravnich dopliicich, Mgr. Petra
Dvotakova, 2010) [35, 36]. Byla vyvinuta gradientova eluce pro separaci luteinu, vitaminu
E, vitaminu E-acetdtu a betakarotenu. Eluce vSech ctyf latek probihala do 9 minut.
Nasledn¢ byla provedena validace této metody.

Faktor symetrie T, vyjadfujici asymetrii jednotlivych pik,, byl v rozmezi
1,885 — 2,116. Parametr rozliSeni byl v rozmezi 1,917 — 12,202. Hodnoty pro pikovou
kapacitu byly od 21,09 — 46. Opakovatelnost pfi testu vhodnosti chromatografického
systému byla vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou. Hodnota relativni smérodatné
odchylky byla 0,95 — 2,16 %.

Pii testovani parametru linearity bylo dosazeno hodnoty korela¢niho koeficientu
0,999 pro vSechny ctyfi latky. Jelikoz byly testovany dopliky stravy, nebyly namétené
vysledky hodnoceny dle parametrii, které pozaduje CL.

Pti stanoveni extrakéniho postupu se vychazelo zpoznatkii publikovanych
v odborné literatuie. Pouzity extrakéni postup pro Zelatinové tobolky ptinesl dobré
vysledky. Piipravky ve formé¢ tablet se nedafilo extrahovat stejn¢ dobie jako tobolky.
V ptipad¢ tablet mohly byt extrakce malo U€inné anebo testované potravni dopliky
neobsahovaly uvadéné mnozstvi latek. Ani v této praci nebyl bohuZzel nalezen ani potvrzen
obecny zplisob extrakce karotenoidi, ktery by byl platny pro vétSinu potravnich doplnki.

V této praci bylo testovano 9 potravnich doplikii na obsah luteinu, betakarotenu,
vitaminu E a vitaminu E-acetatu. Z vysledkl prace lze obecné fici, Ze obsah betakarotenu
spliiuje mnoZstvi uvadéna vyrobcem. Vitamin E a vitamin E-acetat se ve zkoumanych
ptipravcich nachazely v menSim mnoZstvi, nez bylo uvedeno vyrobcem (nejvyssi obsah
kolem 60 %). Co se tyCe obsahu luteinu byly vysledky nejednotné. Piipravky, které jsou
v zelatinovych tobolkdch (Ostrovidky, Ocutein, Walmark Lutein forte, Ocumax, Avilut)
vykazovaly obsah luteinu uvadény vyrobcem, nejméné 85 % Ocumax. Tablety (Ocuvite,
Lutein pro o€i) neobsahovaly zadny lutein. Je stile otdzkou, zda jsou tyto vysledky

zpusobeny neucinnosti extrakéniho postupu nebo zkouSené piipravky skutecné lutein
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neobsahuji. Ostatni zkoumané latky byly i1 v tabletovych pfipravcich naméfeny. Jak zde
bylo jiz nékolikrat zminéno, lutein je latka silné lipofilni a velice snadno podléha oxidaci.
Podle vsech zjisténych skutecnosti je tabletova forma doplitku naprosto nevhodna. Bylo by
zadouci navrhnout novy zplisob extrakce pro tablety s obsahem luteinu, aby byly vysledky
ziskané v této praci potvrzeny nebo vyvraceny. Jestlize ptipravky lutein neobsahuji nebo je

v kratkém case oxidovan a stava se neucinnym, pak by toto zjisténi bylo alarmujici.
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