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Abstract

This work is focused on the extraction of carotenoids with hexane and ethyl acetate in two types
of Brazilian fruit: pequi and ora-pro-nobis. The optimization of carotenoid separation by high
performance liquid chromatography coupling with mass spectrometry (HPLC/MS) was performed in
the next phase. Since the natural carotenoids composition in this fruit has not yet been studied, the aim
of this work was to identify individual carotenoids.

Souhrn

Tato prace je zaméfena na extrakci karotenoidi hexanem a ethylacetatem ve dvou druzich
brazilského ovoce: pequi a ora-pro-nobis. V dalsi fazi byla provedena optimalizace separace
karotenoidii pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(HPLC/MS). Jelikoz ptirozené slozeni karotenoidii v tomto ovoci nebylo dosud zkoumano, byla cilem
této prace snaha o identifikaci jednotlivych karotenoida.

1. Uvod

Karotenoidy patii mezi fytochemikalie, o nichz se ptedpoklada, Ze jsou odpovédné za
snizené riziko vzniku nékterych degenerativnich onemocnéni. Barva a biologickd aktivita
karotenoidd zavisi na jejich struktufe. Konjugovany polyenovy chromofor [1] uréuje nejen
absorp¢ni vlastnosti svétla a tudiz i1 barvu, ale také chemickou reaktivitu karotenoidi vici
oxida¢nim ¢inidlim S volnym radikalem. Karotenoidy jako lykopen a f-karoten jsou znamy

svou antioxidacni aktivitou; S-karoten a a-karoten (ale ne lykopen) jsou provitaminem A [2].
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Vysoko nenasycené karotenoidy jsou také nachylné k izomeraci a oxidaci. Mnoho tropickych
a subtropickych plodi ma velky zdravotni potencial kvili mozné ptitomnosti bioaktivnich
fotochemikalii [3]. Cilem této studie byla snaha o identifikaci jednotlivych karotenoidd po
extrakci pomoci HPLC/MS ve dvou druzich brazilského ovoce - pequi (Caryocar brasiliense)

a ora- pro nobis (surinamsky angrest, Pereskia aculeata).

2. Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

K extrakci byly pouzity chemikalie: hexan a ethylacetat. Pro opétovné rozpusténi a
naslednou analyzu byly pouzity methanol a methyl-terc-butylether (MTBE) VSechny tyto
chemikalie byly zakoupeny od Sigma Aldrich (Saint Louis, USA). Demineralizovana voda
byla ptipravena pomoci Cisticiho systému Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francie) s vyuzitim
filtru Millipak Express 40.

Optimalizace separace byla provadéna na modularnim kapalinovém chromatografu
Shimadzu (Kyoto, Japonsko) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB
SCIEX, USA). K separaci byly pouzity dva typy kolon: plné¢ porézni kolona C30, YMC
(250 x 4,6 mm, 5 um) a povrchové porézni kolona C30, Thermo Scientfiic (150 x 4,6 mm,
2,6 um).

2.2 Extrakce

Z divodu vysoké termolability karotenoidli bylo nutné pracovat se vzorky po celou
dobu v tmavém skle a téméf bez piistupu svétla. Odmétené mnozstvi lyofilizovaného vzorku
ovoce bylo extrahovdno v n¢kolika krocich. Nejprve byl vzorek homogenizovan po dobu
10 min v ultrazvukové lazni a poté extrahovan 10 min pomoci magnetického michadla
hexanem. Tyto dva kroky byly opakovany, dokud vzorek poskytoval barevné zbarveni
rozpoustédla. Poté nasledoval stejny proces S pouzitim rozpoustédla ethylacetatu opét dokud
vzorek zbarvoval roztok. V pribéhu extrakce bylo extrakéni rozpoustédlo odebirano do
odpatovaci baiiky a po ukonceni extrakce bylo odpafeno pomoci vakuové odparky. Odparek

byl poté rozpustén ve 2 ml roztoku MeOH/MTBE (1:1) a piefiltrovan pomoci PTFE filtru.

2.3 Optimalizace separace
V dal$im kroku bylo nutné provést optimalizaci separace karotenoidd. S ohledem na
nepolarnost struktury karotenoidti byla zvolena kolona C30, konkrétné dva typy této kolony, a

to jak kolona s pln¢ poréznimi Casticemi, tak kolona s Casticemi povrchoveé poréznimi.
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Protoze karotenoidy nepatii mezi jednoduSe analyzovatelné latky, byl pro mobilni fazi

optimalizovan systém tfi rozpoustédel (MeOH, MTBE a voda) a jejich vzijemné pomeéry.

Optimalizovany byly i nésledujici parametry, jako pritok mobilni faze a samotny gradient.

3. Vysledky a diskuze

V ramci optimalizace separace byla nejprve pouzita kolona s plné¢ poréznimi

Casticemi. Pro tuto kolonu byly zvoleny nasledujici podminky:

Mobilni faze A: 90 % MeOH, 8 % MTBE, 2 % H,0

Mobilni faze B: 90 % MTBE 8 % MeOH, 2 % H,0

Pratok: 0,5 ml/min

Gradient: 0 min, 0 % B; 20 min, 30 % B; 35 min, 80 % B; 65 min, 100 % B; 75 min,
100 % B

Rozsah PDA detektoru: 200-600 nm

Rozsah MS detektoru: 100-1200 m/z

MS: APCI (+,-)

V dalsi ¢asti byla pro porovnani pouzita kolona s povrchové poréznimi Casticemi. Vzhledem

k rozdilnému chovani zadrzovanych latek, bylo nutné pro tuto kolonu znovu optimalizovat

podminky separace. Zde jsou shrnuty optimélni podminky:

Mobilni faze A: 90 % MeOH, 8 % MTBE, 2 % H,0
Mobilni faze B: 90 % MTBE 8 % MeOH, 2 % H,0
Pratok: 0,5 ml/min

Gradient: 0 min, 0 % B; 10 min, 15 % B; 25 min, 80 % B
Rozsah PDA detektoru: 200-600 nm

Rozsah MS detektoru: 100-1200 m/z

MS: APCI (+,-)

Pfi porovnani chromatogramui separaci na obou kolonach (obr. 1, 2) je na prvni pohled

patrné, ze povrchoveé porézni €astice umoziuji podstatné rychlejsi analyzu pii soucasném

zachovani rozliSeni a citlivosti separace. Lze tedy fici, ze pouziti kolony s povrchoveé

poréznimi ¢asticemi umoznilo zkraceni €asu na tfetinu se zachovanim kvality dat a s vyrazné

nizsi spottebou rozpoustédel. Tento aspekt je pfinosny nejen z ekonomického hlediska, ale

zéarovei s ohledem na zivotni prostiedi.
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V ovoci pequi (obr. 1, 2) byla karotenoidova kompozice tvoiena piedev§im monoestery
kyseliny myristové a kyseliny palmitové s B-kryptoxantinem. Esterifikace poskytuje vétsi
stabilitu karotenoidl a zvySuje jejich biologickou dostupnost; navic B-cryptoxanthin je dobie

znamy prekurzor vitaminu A.
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Obr. 1: Chromatogram extraktu karotenoidi pequi na koloné¢ C30 s plné poréznimi Casticemi.
Latka ¢. 1: B-cryptoxanthin-C14:0, ¢. 2: B-cryptoxanthin-C16:0
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Obr. 2: Chromatogram extraktu karotenoidd pequi na koloné C30 s povrchové poréznimi ¢asticemi
Latka ¢. 1: B-cryptoxanthin-C14:0, ¢&. 2: B-cryptoxanthin-C16:0

V ovoci ora-pro-nobis (obr. 3, 4) byl obsah karotenoidii tvofen hlavné monoestery
kyseliny laurové s luteinem a zeaxantinem. Jak lutein, tak zeaxantin jsou dileZitymi xantofyly
s dobfe zdokumentovanym pozitivnim u¢inkem v prevenci makularni degenerace zpiisobené

vékem.
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Obr. 3: Chromatogram extraktu ora-pro-nobis na kolon¢ C30 spln¢ poréznimi casticemi
Latka ¢. 1: Lutein-C12:0, ¢. 2: Zeaxanthin-C12:0
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Obr. 4: Chromatogram extraktu ora-pro-nobis na koloné C30 s povrchové poréznimi ¢asticemi
Latka €. 1: Lutein-C12:0, ¢. 2: Zeaxanthin-C12:0

4. Zavér

Metody popisujici sloZeni potravin jsou velmi dileZitym zdrojem informaci ve vztahu
k pfirodni potravinové rozmanitosti a vyzivovym vlastnostem. Brazilské ovoce pequi a ora-
pro-nobis bylo analyzovano za tcéelem urceni piirodniho slozeni karotenoidd, jez nebylo
dosud objasnéno. Byla optimalizovana metoda pro analyzu karotenoidli na dvou typech C30

kolon. V ovoci pequi byly identifikovany monoestery kyseliny myristové a kyseliny
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palmitové s B-kryptoxantinem. V ovoci ora-pro-nobis byly identifikovany monoestery

kyseliny laurové s luteinem a zeaxantinem.
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