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STANOVENI OBSAHU KAROTENOIDU METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni jednotlivych karotenoidd (B-karotenu, luteinu,
lykopenu), ptipadné jejich sumy v potravinach (ovoci, zelenin€, pSenicném Srotu a mouce)
a B-karotenu v krmivech a premixech, metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

2 Princip

Karotenoidy (lutein, lykopen i P-karoten) se ze vzorku vhodnym zplsobem extrahuji
anasledné se stanovi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatogratie (HPLC)
se spektrofotometrickou detekci ve viditelné oblasti pti 450 nm (lykopen 503 nm).

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Destilované nebo deionizovana voda.

Acetonitril, pro HPLC.

Methanol, pro HPLC.

Dichlormethan.

Buthylhydroxytoluen (BHT).

Triethylamin.

Octan amonny, methanolicky roztok, c(CH;COONH4) = 0,05 mol/l.

~N N L R WD =

Ptiprava: Navazi se 1,972 g octanu amonného, rozpusti se v methanolu (3) a v 500ml
odmérné bance se doplni methanolem (3) po znacku.

8 Mobilni faze.

Ptiprava: Smichd se 750 ml acetonitrilu (2), 200 ml methanolického roztoku octanu
amonné¢ho (7), 50 ml dichlormethanu (4) a ptida se 1 g BHT (5) a 0,5 ml triethylaminu
(6). Roztok se promicha, odplyni v ultrazvukové lazni a nechd se stat v uzaviené nadobé

do druhého dne.
9  Hexan, pro HPLC.
10  Hexan.

11 Ethanol, ¢(C2HsOH) ~ 96 %, denaturovany.
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12 Ethanol, c(CoHsOH) = 35 %.
Ptiprava: Smicha se 365 ml ethanolu (11) a 635 ml vody (1).
13 Hydroxid draselny, ethanolicky roztok, c(KOH) = 200 g/I.

Ptiprava: 200 g hydroxidu draselného se rozpusti v ethanolu (12), pievede se do 1000ml
odmérné banky a doplni ethanolem (12) po znacku.

14  Hydroxid draselny, vodny roztok, c(KOH) = 600 g/I.

Ptiprava: 600 g hydroxidu draselného se rozpusti ve vodé¢ (1), pfevede se do 1000ml
odmérné banky a doplni vodou (1) po znacku.

15 Kyselina askorbova.
16 Kiemelina.
17  Hydrochinon.
18  Chelaton III.
19  Chlorid sodny, nasyceny roztok v ethanolu.
Ptiprava: K 50 g chloridu sodného se piida 100 ml ethanolu (12).
20  Fenolftalein (indikator), ethanolicky roztok.

Ptiprava: Navazi se 100 mg fenolftaleinu, rozpusti se v 80 ml ethanolu (11). Roztok
se prevede do 100ml odmérné banky a doplni vodou (1) po znacku.

21  Siran sodny bezvody.
22 Aceton.
23 Smésny roztok.

Ptiprava: Hexan (10), aceton (22) a ethanol (11) se smichaji v poméru2:1:1 (V/V/V)
v Erlenmeyerové bance se zébrusem. Mnozstvi smésného roztoku se voli podle
celkového objemu potiebného na extrakei.

24  Standardy karotenoidd s Cistotou > 97,0 %: B-karoten, a-karoten, zeaxantin, lutein;
s Cistotou > 90,0 %: lykopen.

25 B-karoten, zasobni roztok.

Ptiprava: Navazi se 3 mg [-karotenu (24) s ptesnosti 0,01 mg a prevedou se do 100 ml
odmérné baitkky pomoci 20 ml dichlormethanu (4). Odmérna baiika se umisti do ultrazvukové
lazné piiblizné na 30 s, poté se doplni hexanem (9) po znacku a promicha. Do 100ml odmérné
banky se pipetuje 10 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku hexanem (9). 1 ml tohoto
roztoku obsahuje 3 pg B-karotenu v hexanu/dichlormethanu (98/2)(V/V).
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26

27

Lykopen, zasobni roztok.

Ptiprava: Navazi se 2 mg lykopenu (24) s piesnosti 0,01 mg a ptfevedou se do 50ml
odmérmé banky pomoci 3 ml dichlormethanu (4) a 10 ml hexanu (9). Odmérné baiika
se umisti do ultrazvukové lazné ptiblizné na 30s a poté se doplni hexanem (9)

po znacku. 1 ml tohoto roztoku obsahuje 40 pg lykopenu v hexanu/dichlormethanu
(47/3) (V/V).

Lutein, zasobni roztok.

Ptiprava: Navazi se 1 mg luteinu (24) s pfesnosti 0,01 mg apfevede se do 50ml
odmémé banky pomoci 20 ml dichlormethanu (4). Odmérnd banka se umisti
do ultrazvukové lazné piiblizné na 30s a poté se doplni hexanem (9) po znacku.
Do 100ml odmérné baiiky se napipetuje 10 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku
hexanem (9). 1 ml tohoto roztoku obsahuje 2 pg luteinu v hexanu/dichlormethanu
(96/4) (V/V).

Poznamky

1
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Koncentrace a cistota vSech uvedenych standardii karotenoidii se urci promérenim
Jjejich absorpcnich spekter.

Zasobni i standardni roztoky karotenoidii lze skladovat v lednici po dobu maximalné
jednoho tydne. Roztoky se chrani pred svétlem tak, Ze nadoby, v nichz jsou uchovavainy,
se obali alobalem.

Piistroje a pomiicky

Analytické vahy s piesnosti 0,01 mg.
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf's UV/VIS detektorem.
Rotaéni vakuova odparka.

Termovap.

Spektrofotometr.

Mlynek ultraodstredivy.

Kuchynsky mixér.

Ultrazvukova lazen.

Rotac¢ni pieklopna tiepacka.
Laboratorni tfepacka.

Laboratorni odstfedivka, 2500 ot/min.

Vodni lazen s moznosti regulace teploty.
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12 Lyofiliza¢ni zafizeni.

13 Filtracni papir stiedni hustoty.

14 Alobal.

15 Odmérna banka, 50 ml, 100 ml, 200 ml.

16 Kulata banka se zabrusem, 250 ml.

17  Zpétny chladic.

18  Polypropylenova reakéni lahev se zatkou, 500ml, 1000 ml.
19  Erlenmeyerova banka, 200 ml.

20 Dé¢lici nalevka, 250 ml, 500 ml.

5 Postup
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Vzorky v ptivodnim Cerstvém stavu se homogenizuji v kuchynském mixéru pod ochrannou
atmosférou napi. oxidu uhli¢itého nebo se vysusi pomoci lyofilizace a nasledn¢ pomelou.
Vzorky krmiv v pevném stavu a lyofilizované vzorky se melou na ultraodstfedivém mlynku.
Pti mleti nesmi dochéazet k zahtivani vzorku. Vzorek se homogenizuje aupravuje tésné
pted vlastnim stanovenim. Chréni se pied svétlem a UV zafenim. Ptiprava zkuSebnich vzorkl
je v zavislosti na typu materialu podrobné popsana v JPP Uprava vzorkd krmiv a rostlinného
materialu.

5.2 Extrakce

Extrakce se voli podle typu matrice. Extrakci po piedchozim zmydelnéni lze pouzit
pro vSechny typy vzorkl. Zmydelnéni lze provést za tepla nebo za studena. Z divodu ¢asové
naro¢nosti 1 spotfeby chemikalii je mozné v piipadé stanoveni lykopenu v rajcatech vyuzit
rychlejsi zptisob tzv. pfimé extrakce.

5.2.1 Extrakce po predchozim zmydelnéni za tepla
Zmydelnéni

Podle ocekdvaného obsahu stanovovaného karotenoidu se do 250ml kulaté banky se zdbrusem
navazi 2 g az 15 g vzorku s piesnosti na 1 mg a zalije se 30 ml ethanolu (11). Postupné
se pfida 1 g kyseliny askorbové (15), 1 g hydrochinonu (17), 1 g chelatonu IIT (18) a 70 ml
ethanolického roztoku hydroxidu draselného (13). Na baiiku se nasadi zpétny chladi¢ a umisti
se do vodni l4zné. Zmydelnéni probiha 45 min pii 80 °C pod proudem dusiku. Po ukonceni
zmydelnéni se chladi¢ oplachne 30 ml ethanolu (12) a 30 ml vody (1) a obsah banky
se ochladi na laboratorni teplotu.
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Poznamky

3 Antioxidanty (kyselina askorbova a hydrochinon) je nutné pridat do vzorku
pred pridavkem roztoku hydroxidu draselného (13). Aby se zabranilo nebezpeci
oxidativniho katalytického piisobeni stopovych mnozZstvi kovu, je mozné pridat
chelaton Il nebo sulfid sodny.

4 Jestlize se po zmydelnéni vyskytuje na povrchu zmydelnéné smési tuk nebo olej, musi byt
pridan dalsi ethanolicky roztok hydroxidu draselného (13) a zmydeliiovani musi byt
prodlouzeno.

5 Roztoky karotenoidii je nutné chranit pred primym slunecnim svétlem a UV svétlem.
6  Priklady dalsich vhodnych zpiisobii zmydelnéni vzorku uvadi CSN EN 12823-2.
Extrakce

Do délici nalevky na 500 ml se v uvedeném potadi ptida 30 ml nasyceného roztoku chloridu
sodného (19), zmydelnény roztok, ktery se pievede do délici nalevky tak, aby pevny podil
zustal v bance, a 60 ml hexanu (10). Délici nalevka se uzavie a tiepe se manualn¢ 3 min. Poté
se obsah nalevky necha rozd¢lit. Pevny podil v bafice po zmydelnéni se mezitim kvantitativné
pievede do plastové kyvety a odstied’uje se 10 min pii 2500 ot/min. Po rozd¢€leni fazi v prvni
délici néalevce se spodni vodno-ethanolickd faze prevede do druhé delici nédlevky a horni
organickd faze se prevede do sbérné délici ndlevky na 500 ml. K vodno-ethanolické fazi
se pfida 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (19), supernatant po odsttedéni pevného
zbytku a 50 ml hexanu (10). Druha délici nalevka se tiepe 3 min. Po rozd¢€leni fazi se prevede
organickd faze do sbérné delici ndlevky a vodno-ethanolickd faze se tfepe 5 min s 50 ml
hexanu. Po rozd¢leni fazi se spodni vodno-ethanolické faze odstrani a organicka faze se ptida
do sbérné délici ndlevky. K oplachovani zatky délici nalevky se pouziva roztok ethanolu (12).
Spojené extrakty se proplachnou nejméné 2 x az 3 x 200 ml vody (1), pficemz délici
nalevkou se otdc¢i tak, aby nedochazelo k tvorbé emulze. Promyva se tak dlouho,
az promyvaci voda vykazuje neutralni reakci na fenolftalein (20). Organicka faze se prevede
do Erlenmeyerovy batiky s kfemelinou (16) a siranem sodnym (21), zamicha se a necha stat
do vyceteni. Poté se filtruje ptes papirovy filtr do 200ml odmérné banky a doplni se hexanem
(10) po znacku.

5.2.2 Extrakce po predchozim zmydelnéni za studena
Zmydelnéni

Do reakcni lahve se podle ocekdvaného obsahu karotenoidti navazi 15 g az 80 g vzorku
s presnosti na 1 mg. Podle tabulky €. 1 se pfida definovany objem ethanolu (11) a hydroxidu
draselné¢ho (14). Dale se postupné piida 750 mg kyseliny askorbové (15), 500 mg pevného
hydrochinonu (17) a 500 mg Chelatonu III (18). Obsah lahve se promichd a uzavie
polyethylenovou zatkou. Umisti se do rotacni preklopné tfepacky a zmydeliiuje 14 h az 16 h
pfi laboratorni teploté.
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Tabulka ¢. 1 Objem hydrolyza¢nich ¢inidel
Navazka Objem reakéni | Objem ethanolu | Objem KOH (14) | Celkovy objem
(2) lahve (ml) (ml) (ml) (ml)
15 500 110 45 150
40 500 160 45 200
80 1000 320 90 400
Extrakce

Do 500ml délici nalevky se v uvedeném potradi ptfida 30 ml nasycené¢ho roztoku chloridu
sodného (19), 50 ml zmydelnéného roztoku podle 5.2.2, ktery se prevede do d¢lici nalevky
tak, aby pevny podil zistal v bance, a 50 ml hexanu (10). Délici ndlevka se uzavie a tiepe se
manualné po dobu 30 s. Poté se obsah nalevky necha (2 — 5) min stat, aby doslo k rozdéleni
fazi. Pii Spatném d¢leni obou fazi se mize do délici nalevky pfidat asi 5 ml ethanolu (12)
k rozruSeni vzniklé emulze. Vodna faze se pifevede do druhé de€lici nalevky a jesté dvakrat se
extrahuje, nejprve s 50 ml hexanu (10) a poté s 40 ml hexanu (10). Po rozdéleni fazi se
vSechny hexanové extrakty spojuji ve sbérné dé€lici nalevce na 250 ml. K oplachovani zatky
délici ndlevky se pouziva roztok ethanolu (12). Spojené extrakty se proplachnou nejméné
dvakrat 100 ml vody (1), pficemz dé¢lici ndlevkou se krouzi tak, aby nedochazelo k tvorbé
emulze. Promyvé se tak dlouho, az promyvaci voda vykazuje neutrdlni reakci na fenolftalein
(20), tzn. roztok zustane bezbarvy. Extrakt se zfiltruje pfes suchy sklddany papirovy filtr
s vrstvou siranu sodného (21) do 200ml odmérné baiiky, doplni se hexanem (10) po znacku
a promicha.

5.2.3 Prima extrakce

Navazi se 1,5g vzorku spfesnosti na 1mg a kvantitativné se pievede do 200ml
Erlenmeyerovy baiiky. Baiika se obali alobalem, aby se zabranilo pfistupu svétla. Prida
se 50 ml smésného roztoku (23) a 30 min se tfepe na tfepacce. Poté se ptida 10 ml vody (1)
a tiepe se dalSich 5 min. Smés se pievede do délici nalevky, uzavie zatkou a necha 30 min
stat, aby doslo k dokonalému oddéleni fazi. Spodni vodno-ethanolicka faze se prevede zpét
do Erlenmeyerovy barky, pfidd se 25 ml smésného roztoku (23) a provede se druhé trepani.
Horni hexanova vrstva se prefiltruje ptes papirovy filtr, na ktery se pfida asi 1 g bezvodého
siranu sodné¢ho (21) za ucelem odstranéni zbytkti vody z extraktu. Filtruje se do 50ml
odmérné bailky. Smés po druhém tiepani se znovu nalije do délici nalevky a necha se 30 min
stat. Po odd¢leni se spodni vodnd vrstva velmi opatrné odstrani a horni organickd vrstva
se opet filtruje pres stejny filtr s piidavkem siranu sodného (21) do 50ml baiiky,
obsahujici prvni podil. Erlenmeyerova banka, délici nalevka, i nalevka se opakované promyji
malym mnozstvim hexanu (10), ktery se ptfida k obéma podilim. Nakonec se odmérné banka
doplni hexanem (10) po znacku.
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Poznamky

7 Po kazdém ukonu je nutné zavirat nadoby zatkami, aby nedochazelo k rychlému
odparovani hexanu.

5.3 Odpareni

Alikvotni Cast extraktu se odpaii na vakuové rotacni odparce nebo termovapu pii teplote
nepievysujici 40 °C. Zbytek po odpateni se rozpusti v methanolu (3) tak, aby bylo dosazeno
koncentrace karotenoidli pohybujici se v rozmezi ptisluSnych kalibracnich zavislosti.

5.4 Priprava kalibra¢nich roztoki
5.4.1 Priprava kalibra¢nich roztokiu -karotenu

Odméii se 25 ml zasobniho roztoku B-karotenu (25) a odpati se do sucha na vakuové rotacni
odparce pii teploté neprevysujici 40 °C. Zbytek po odpafeni se rozpusti ve 25 ml methanolu
(3). Kalibra¢ni standardni roztoky se pfipravi tak, ze do sady 10ml odmérnych banck
se pipetuje (0; 1; 2; 4; 6; 8) ml standardniho roztoku B-karotenu a doplni se methanolem (3)
po znacku. Ziska se sada kalibracnich standardnich roztok B-karotenu o koncentracich
(0; 0,3; 0,6; 1,2; 1,8; 2,4;) ug/ml.

5.4.2 Priprava kalibra¢nich roztoku lykopenu

Odmeéti se 5 ml zasobniho roztoku lykopenu (26) a odpaii se do sucha na termovapu
pfi teploté nepievysujici 40 °C. Zbytek po odpateni se rozpusti v 0,5 ml dichlormethanu (4)
a 5 ml methanolu (3) a pak se pfevede do 50ml odmérné banky. Baika se doplni methanolem
(3) po znacku. Kalibra¢ni standardni roztoky se pfipravi tak, Ze do sady 10ml odmérnych
ban¢k se pipetuje (0; 0,25; 0,5; 1,5; 2,5; 5) ml standardniho roztoku lykopenu a doplni
se methanolem (3) po znacku. Ziskd se sada kalibracnich standardnich roztokl lykopenu
o koncentracich (0; 0,1; 0,2; 0,6; 1; 2) pg/ml.

5.4.3 Priprava kalibracnich roztoki luteinu

Odmeti se 50 ml zasobniho roztoku luteinu (27) a odpaii se do sucha na vakuové rotacni
odparce pii teploté neptevysujici 40 °C. Zbytek po odpateni se rozpusti ve 25 ml methanolu
(3). Kalibra¢ni standardni roztoky se pfipravi tak, ze do sady 10ml odmérnych banck
se pipetuje (0; 0,5; 1; 2; 4; 8) ml standardniho roztoku luteinu a doplni se methanolem (3)

po znaCku. Ziska se sada kalibracnich standardnich roztokli luteinu o koncentracich
(0;0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2) pug/ml.

Poznamky

8 Nulovy bod kalibracni kiivky se pouziva k ovéreni cistoty pouzitych chemikalii.
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5.5 Chromatografické stanoveni

Vlastni analyza se provadi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/VIS
detektorem. Karotenoidy se separuji izokratickou eluci nadvou za sebou spojenych
chromatografickych kolonach Spherisorb ODS 2 a Vydac 201 TP 54 a detekuji se pti 450 nm
(pro lykopen 503 nm). Piiklad nastaveni vhodnych chromatografickych podminek
pro stanoveni vybranych karotenoidit metodou HPLC uvadi tabulka ¢.2. Chromatogram
ziskany pfi analyze certifikovaného referen¢niho materialu BCR 485 za uvedenych podminek

je na obrazku €. 1.

Tabulka ¢. 2. Priklad nastaveni chromatografickych podminek pro stanoveni vybranych

karotenoidu.

Chromatograficka kolona

Spojeni kolony Spherisorb ODS 2 (150 mm x 4,6 mm, Sum) a kolony
Vydac 201 TP 54 (250 mm x 4,6 mm, 5pm)

Mobilni faze (8)
Teplota kolony 30 °C
Pratok mobilni faze 1,5 ml/min
Injektovany objem 50 ul

Detekce

450 nm (503 nm - lykopen)

B-karoten pifipadné dalsi karotenoidy (a-karoten, zeaxantin, lutein) se identifikuji porovnanim
retencnich ¢ast pikl roztoku vzorku (5.4) s reten¢nimi Casy pika roztoku standardt (24). Piky
mohou byt identifikovany i pfidavkem malého mnozstvi roztoku jednotlivych standardi (24)

k roztoku vzorku (5.4).

Pro kvantitativni stanoveni se pouzije metoda vnéjSiho standardu.
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Obrazek ¢. 1. Priklad chromatogramu karotenoidu ve vzorku zeleninové smési.

mal ]

I WD A, Sig=450,4 Ref=360,100 (BRARBKAR1152.0)

5.877 lutein
B.367 zeaxantin
12.759 E tolyl lykopen
13.228 7 tolyl lykopen
17.772 alfa karoten
19.258 E tolyl beta karoten
21.325 7 tolyl beta karoten

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Obsah jednotlivych karotenoidi se vyjadii podle pozadavku bud® v mg/100 g (potraviny),
nebo v mg/kg vzorku (krmiva). Vypocet se provede z kalibracni zavislosti. Sestroji se graf
zéavislosti plochy piku piislusného karotenoidu na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Obsah
karotenoidu ve vzorku se pak vypocte ze smérnice jeho kalibra¢ni piimky.

Obsah vybraného karotenoidu Ize zjednoduSené¢ vypocitat i podle vztahu

Yo,

kde pje
As
Ast

Vst
Vis

A ex VixVy
A, x mx Vx 1000

obsah vybraného karotenoidu v mg/100 g, ptipadné v mg/kg,
plocha piku vybraného karotenoidu ziskaného z roztoku vzorku,
plocha piku vybraného karotenoidu ziskaného ze standardniho roztoku,

obsah vybraného karotenoidu ve standardnim roztoku po korekci na cistotu
v ug/100 g,

navazka vzorku v g,

celkovy objem pracovniho roztoku vzorku v ml,

nastfikovany objem pracovniho roztoku standardu v pl,

nastfikovany objem pracovniho roztoku vzorku v pl,

1000 faktor pro piepocet obsahu vybraného karotenoidu na 1 kg vzorku,

100 faktor pro piepocet obsahu vybraného karotenoidu na 100 g vzorku,

1000 konverzni faktor pro pfepocet z ug na mg.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 1. 10. 2019




, , . v Strana
Narodni referen¢ni laboratof 10

3 Jednotné pl'a’CO’an poostupy — Vydini .
testovani odrud
50210.1 — Stanoveni obsahu karotenoidu Revize 1
metodou HPLC

Vysledky se ziskdvaji jako primér dvou paralelnich stanoveni za ptedpokladu, Ze je splnén
pozadavek na hodnotu opakovatelnosti.

7 Literatura

1 CSN EN 12823-2 Potraviny - Stanoveni vitaminu A metodou vysokoug&inné kapalinové
chromatografie - Cast 2: Stanoveni B-karotenu.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 1. 10. 2019

Dokument byl elektronicky podepsan
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