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Zpusob extrakce karotenoidu z pfirodnich zdroju

Oblast techniky

Vynidlez se tykd extrakce karotenoidd 2z prirodnich zdroju,
obsahujicich karotenoidy. Specificky se vyndlez tyka extrakce ka-
rotenoidd z pf¥irodnich zdroju jako je mrkev, odstavnénim mrkve,
zpracovanim $tavy s éinidlem, srazejicim karotenoidy, zahrnujicim
chlorid vapenaty, hydroxid vépenaty, laktat vapenaty nebo gluko-
nat vapenaty, za vzniku pevné vysraZené Casti obohacené karoteno-
idy a kapalného podilu 2zbaveného karotenoidu, a oddéleni pevného
a kapalného podilu.

Dosavadni stav _techniky

Karotenoidy jsou skupinou pfirozené se vyskytujicich pigmen-
td, nachazejicich se ve stopovych mnozstvich ve tkanich vyssich
rostlin, rfas, bakterii a hub. Karotenoidy jsou polyeny, majici
C,o uhlikaty skelet (fytoen), ktery obsahuje rozsahlou sit jedno-
duchych a dvojnych vazeb. Ruzné karotenoidy jsou tvorfeny chemic-
kou modifikaci tohoto C,4, uhlikatého skeletu. Napriklad dehydro-

genace fytoenu poskytne karotenoid lykopen, ktery Jje odpovédny za
barvu rajéat a cyklizace obou koncu lykopenu poskytne karotenoid
B-karoten, ktery je odpovédny za barvu mrkve.

Karotenoidy, jako je B-karoten, Jsou cennymi pigmenty vhod-
nymi pro barveni ruznych potravin jako je margarin, protoZe odst-
rafiuji ohrozeni zdravi spojend se syntetickymi pigmenty a okamzi-
té vykazuji vyznamnou nutriéni hodnotu (B-karoten je prekurzor
pro tvorbu retinalu a vitaminu A u 1lidi).

ProtozZe se karotenoidy vyskytuji pouze ve stopovych mnoZst-
vich, musi byt karotenoidy extrahovany v koncentrované formeé, aby
bylo mozno je vyuZit. Obvykle se karotenoidy extrahuji z prirod-
nich zdroju zpracovanim materidlu s uhlovodikovym rozpoustédlem,
solubilizujicim karotenoidy, jako je hexan nebo chloroform, oddé-
lenim uhlovodikového rozpoustédla, obsahujiciho karoten od zbylé-
ho materidlu a pak odstranénim uhlovodikového rozpoustédla za
vzniku pevného produktu obohaceného karotenoidem.

Spolu s karotenoidy obsahuji rostliny mnoho dal$ich slozek,
které jsou rozpustné v uhlovodikovych rozpoustédlech, jako jsou
rizné proteiny a lipidy. V souladu s tim, pevny produkt obohaceny
karotenoidy typicky obsahuje vyznamna mnoZstvi jinych sloZek spo-
lu s karotenoidem(y).

Pouziti uhlovodikového rozpoustédla pro extrakci karotenoidu
vyrazné zvysuje naklady a sloZitost extrakéniho postupu naklady
na uhlovodikové rozpoustédlo, naklady na odstranéni uhlovodikové-
ho rozpoustédla z koneéného produktu, naklady na regeneraci odst-
ranéného uhlovodikového rozpoustédla a ndklady na likvidaci kon-
taminovaného uhlovodikového rozpoustédla, které nemiZe byt znovu
pouzito. Dale pouziti uhlovodikového rozpoustédla pro Gi¢innou ex-
trakci karotenoidd vede k vyznamnému zatiZeni Zivotniho prostredi
uvolnénim par uhlovodiki do atmosféry a potfebou likvidace konta-
minovaného uhlovodikového rozpoustédla, které nemiZe byt znovu
pouZito.
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Existuje tedy vyrazna potfeba jednoduchého a pro Zivotni
prostfedi bezpeéného zpusobu extrakce karotenoidd 2z pfirodnich

zdroju, obsahujicich karotenoidy, ktery nebude vyuZivat uhlovodi-
kové rozpoustédlo.

Podstata vyndlezu

Byl objeven zplisob extrakce karotenoidd z pfirodnich zdroju,
obsahujicich karotenoidy, jako je mrkvova Stava, bez pouziti uh-
lovodikového rozpoustédla, ktery zahrnuje stupné

a) rozdéleni prirodniho zdroje karotenoidl na kapalnou frak-
ci, obsahujici karotenoidy, a kasovitou frakci,

b) kontakt kapalné frakce se srdZecim ¢inidlem, prostym uh-
lovodikového rozpoustédla, vybranym ze skupiny, zahrnujici 0,5 az
3 % hmotn. chloridu vépenatého, 0,05 a2z 2 % hmotn. hydroxidu va-
penatého, 2 azZ 4 % hmotn. laktdtu vdpenatého a 4 aZ 6 % hmotn.
glukonatu védpenatého, vztaZeno na kapalnou frakci, tak, Ze se ka-
palnd frakce rozdéli na pevnou vysraZenou cGast, obohacenou o ka-
rotenoidy, a kapalnou ¢ast, ochuzenou o karotenoidy, priéemz jak

pevna, tak kapalnd ¢ast jsou prosty uhlovodikového rozpoustédla,
a

c) oddéleni pevné casti obohacené karotenoidy od kapalné
C¢asti ochuzené o karotenoidy bez pouziti uhlovodikového rozpous-
tédla tak, Ze se vytvori karotenoidy obohaceny pevny extrakt,

ktery nebyl uveden do styku s uhlovodikovym rozpoustédlem béhem
extrakce.

Pevna frakce obohacend karotenoidy muZe byt pouZita primo
nebo miZe byt ddle ¢isténa tak, Ze se oddéli karotenoid(y) od ji-
nych sloZek pevného podilu jakoukoliv vhodnou separaéni techni-
kou. Vyhodné techniky zahrnuji chemickou a enzymatickou hydrolyzu
a chemickou a enzymatickou degradaci, ¢&imZz se nekarotenoidni
sloZky u¢ini schopnymi oddéleni od karotenoidu(i) ve vodném médi-
u. I kdyZ miZe pevna frakce, obsahujici karotenoid, byt &isténa
za pouziti obvyklych extrakci organické kapalné nebo pevné faze,
pouZiti takovych extrakci porusuje pozZadovany charakter procesu,
predstavovany nepritomnosti rozpoustédel, a neni zadouci.

Kontakt kapalné frakce s chloridem vapenatym jako srazZecim
¢inidlem se vyhodné provadi pfi teploté 40 aZ 60 °C a po dobu
alespon 10 aZz 30 min. Jinak se kapalnd frakce uvadi do kontaktu
se sraZecim ¢inidlem pFfi teploté 80 aZ 120 °C na dobu mensi nez
20 min, vyhodné mensi neZz 2 min. Hodnota pH kapalné frakce je vy-
hodné mezi 6 azZ 8.

Prehled obrazkad na vvkresech

Obr. 1 - je sloupcovy graf ziskany z udaji v tabulce 1 pred-
stavujici koncentraci karotenu ziskaného ze zpracované a nezpra-
cované mrkvové stavy.

Obr. 2 - je sloupcovy graf predstavujici stupenrn oddéleni ka-
rotenoidu dosazZeny pridavkem od 0,5 do 2 % hmotn. riznych soli
k celé mrkvové &tavé s nejvyssSim stupném oddéleni dosazZenym pro
kazdou sil v testovaném rozsahu koncentraci uvedeném ve grafu.
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Obr. 3 - je sloupcovy graf, predstavujici stupenn oddéleni
karotenoidu, dosazeny pridavkem ruznych koncentraci vapenatych
soli k celé mrkvové Stave.

Obr. 4 - je sloupcovy graf, predstavujici rychlost oddéleni
karotenoidu, dosaZenou pridavkem chloridu vapenatého k celé mrk-
vové §tavé pri ruznych hodnotach pH.

Karotenoidem obohaceny pevny produkt mizZe byt jednocduse,
rychle a U&inné extrahovdn z karotenoid obsahujicich pfirodnich
zdroju, Jjako je mrkev, (i) rozdélenim karotenoid obsahujiciho
pftirodniho zdroje na kapalnou frakci, obsahujici karotenoid a ka-
Sovitou frakci, (ii) zpracovanim kapalné frakce, obsahujici karo-
tenoid se sraZecim &inidlem karotenoidu, zahrnujicim chlorid va-
penaty, hydroxid vapenaty, laktat védpenaty nebo glukonat vapenaty
tak, Ze se kapalnd frakce rozdéli na pevny vysraiZeny podil oboha-
ceny karotenoidem a kapalny podil ochuzeny o karotenoid a (iii)
oddélenim kapalnych a pevnych podild obvyklymi zplsoby.

Predpokldda se, Ze v podstaté vsSechny prirodni zdroje, obsa-
hujici karotenoid, mohou byt uG¢inné frakcionovany v souladu s vy-
ndlezem, pro ziskdni produktu obohaceného karotenoidem, a tyto
zahrnuji, ale nejsou na né omezeny ovoce jako jsou ananasy a po-
meranc¢e; zeleninu jako je mrkev, Spendt, sladké brambory a rajca-
ta; rasy jako je Dunaliella Salina; bakterie jako jsou bakterie
fddu Mucorales, 2zahrnujici C.trispora a Blakeslea Circinans;
a houby. Vzhledem k dostupnosti, nizké cené a vysoké koncentraci

obchodné cenného fg-karotenu je preferovanym vychozim materidlem
mrkev.

Prvnim stupném ve zplsobu podle vyndlezu je rozdéleni pri-
rodniho zdroje, obsahujiciho karotenoid na kapalnou frakci, obsa-
hujici karotenoid a kasovitou frakci. I kdyZ presny mechanismus
pouzity pro dosaZeni tohoto rozdéleni 2z&visi na ruznych fakto-
rech, zahrnujicich specificky karotenoidovy zdroj, miZe byt tako-
vé déleni typicky provedeno dosaZenim jednoduchého oditavnéni ka-
rotenoidového zdroje a filtraci $tavy bézinym filtrem o vhodné ve-
likosti ok. Rozruseni bunéc¢né struktury zdroje karotenoidu béhem
déleni vede k prechodu karotenoidu(d) v karotenoidovém zdroji
z kasovité frakce do kapalné frakce.

Pridavek ¢inidla, srdZejiciho karotenoid, zahrnujiciho chlo-
rid vépenaty, hydroxid vapenaty, laktat vapenaty nebo glukonat
vapenaty, ke kapalné frakci, obsahujici karotenoid, vyvola srazZe-
ni frakce, obohacené karotenoidem, kterd miZe byt oddélena od

zbyvajici o karotenoid ochuzené frakce obvyklymi délicimi metoda-
mi.

Fyzikalni a/nebo chemické mechanismy odpovédné za toto sra-
Zeni pevné frakce, obohacené karotenoidem pridavkem zdroje ioni-
zovatelného vapniku neni plné jasny. Pro zjisténi, zda se pektin
a/nebo proteiny obsazZené v kapalné frakci podileji na tomto feno-
menu, byly vzorky mrkvové $tiavy zpracovany s enzymem proteasou
a enzymem pektinasou pfed pridanim ¢inidla, srazZejiciho karoteno-
id, chloridu vapenatého (viz tabulka 3 a pripojené poznamky). Ta-
kové predchozi zpracovani s enzymem pro degradaci proteinu (pro-
teasa) a pektinu (pektinasa), obsaZenych ve 3tavé, vede k nepatr-
né zméné ve frakcionaci §tavy chloridem vapenatym. 2Zda& se, zZe
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proteiny a pektin obsazené v kapalné frakci, obsahujici karoteno-
id, nehraji nezavislou aktivni roli ve fyzikdlnim a/nebo chemic-
kém mechanismu odpovédném za srdazZeni karotenoidem obohacené pevné
frakce z kapalné frakce pridavkem uvedenych karotenoid srazeji-
cich ¢inidel.

Pro ziskani srovnatelné frakcionace s jinymi minerdlnimi so-
lemi jako je chlorid sodny, chlorid draselny, chlorid hofecénaty,
uhli¢itan vapenaty a fosforec¢nan védpenaty a zadsad jako je hydro-
xid sodny a hydroxid draselny, byly tyto shleddny jako v podstaté
nedostatec¢né (viz obr. 2 a protokol o zpracovdni soli). Zda se,
Ze pouze ¢inidla schopnd poskytnout G¢innou frakcionaci jsou ta,
ktera jsou schopna poskytnout ionizovany vapnik za podminek, kte-
ré jsou ve stavé, jako je chlorid véapenaty, hydroxid vapenaty,
laktat vapenaty a glukonat vapenaty, pritom chlorid vapenaty pos-
kytuje vyrazné lep$i déleni pri nizsich koncentracich.

Vzhledem k obr. 3 - vynikajiciho déleni karotenoida do oddé-
leného pevného vysrazZeného podilu miZe byt dosaZeno 2z kapalné
frakce, obsahujici karotenoid z pfirodniho zdroje, obsahujiciho
karotenoid, pridavkem chloridu vapenatého v koncentracich od
0,01 do 10 % hmotn., vyhodné 0,05 aZz 3 % hmotn., hydroxidu vépe-
natého v koncentracich od 0,01 do 10 % hmotn., vyhodné 0,05 az
3 % hmotn., laktatu vapenatého v koncentracich od asi 2 do 10 %
hmotn., vyhodné 2 az 4 % hmotn. a glukondtu vApenatého v koncent-
racich od 4 do 10 % hmotn., vyhodné 4 aZz 6 % hmotn., s nejlepsim
celkovym oddélenim dosazZenym s chloridem vapenatym.

Podle obr. 1 a tabulky I miZe byt kapalnd frakce vyrazné
frakcionovana zahratim kapalné frakce na alespori 60 °C.

Oddéleni kapalné frakce zpracovanim s uvedenymi &inidly sra-
Zejicimi karotenoid v souladu se zplUsobem podle vyndlezu miZe byt
provedeno za podminek okoli. Nicméné pro dosaZeni zvyseni rych-
losti oddélovani, zah¥ivd se kapalnd frakce vyhodné nad 40 °C
a vyhodné na teplotu mezi 40 aZ 60 °C, za soucasného zpracovavani
s jednim z uvedenych ¢inidel, srazejicich karotenoid.

U¢inné frakcionace muZe byt dosaZeno zpracovanim kapalné
frakce s Jjednim z uvedenych <&inidel pro srazZeni karotenoidu za
tak kratkou dobu jako je asi Jjedna minuta (viz tabulka II a pri-
pojené poznamky). I kdyZz nékteré faktory mohou ovlivihovat opti-
malni dobu kontaktu jako je pouzité specifické &inidlo, srazejici
karotenoid, koncentrace ¢inidla, sraZejiciho karotenoid, teplota
kapalné frakce a typ zdroje, obsahujiciho karotenoid, probiha
uc¢innd frakcionace obecné za dobu kratsi neZ jedna hodina a spe-
cific¢téji kratsi nez tficet minut. Optimdlni frakcionace se obec-
né dosahuje u mrkvové Stavy zahfaté na mirné zvysenou teplotu
a zpracovavanou s jednim z uvedenych karotenoid sradzejicich &ini-
del pri dobé kontaktu asi pét aZ deset minut. Kontaktni doba men-
§1 neZ asi pét minut vede k mirné méné Udinnému déleni, zatimco
kontaktni doby vétsi nez deset minut produkuji v malém mnozZstvi
dalsi deéleni.

Predpoklada se, Ze optimdlni frakcionace miZe byt také dosa-
Zeno zpracovanim kapalné frakce s jednim z uvedenych ¢inidel,
sraZejicich karotenoidy po dobu men$i neZ pét minut, moZnd i men-
$1 nez jedna minuta, pri pouziti teploty mezi 80 aZ 120 °C.
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Podle obr. 4 a tabulky IV miZe pH kapalné frakce ovliviiovat
rychlost déleni a celou G&innost déleni. Mrkvova stava md priro-
zené pH asi 6,0. Mrkvova §tava, majici pH upravené pomoci NaOH na
6 aZz 7 podle potreby poskytuje nejuiplnéjsi déleni (¢istsSi kapalna
frakce), zatimco kdyZz Jje upraveno na 10 azZ 11 poskytuje témér
okamZité oddéleni po pridavku ¢inidla, srazZejiciho karotenoid.

Déleni pevného vysrazZeného podilu obohaceného karotenoidem
od kapalného podilu ochuzeného o karotenoid mizZe byt provedeno
jakoukoliv obvyklou metodou, 2zahrnujici odstredéni /dekantaci/
lyofilizaci; odstredéni /dekantaci/ suseni teplem; suSeni teplem,
odpareni a podobné.

Pevny podil obohaceny karotenocidem miZe byt pouZit bez dal-
Siho zpracovani je-li Zadouci pigmentace poskytovana koncentrova-
nym karotenocidem(y). Je-1li to Zadouci miZe dale byt pevny podil
obohaceny karotenoidem dale rafinovan pro oddéleni
karotenoidu(u) od jinych vysrdZenych sloZek jako je popel, uhlo-
hydraty, lipidy a proteiny a ziska&n koncentrovanéjsi produkt, ob-
sahujici karotenoid pouzZitim obvyklych technik &isténi jako je
chemickd a enzymatickd hydrolyza, chemickd a enzymatickd degrada-
ce, extrakce kapalina-kapalina, extrakce pevné faze atd.

Priklady provedeni vyndlezu

Protokol srovnavaciho testu

Mrkev se odstavni desintegratorem a Stava se oddéli od kase
odstfedénim nebo 1lisovanim. Stdva se rozdéli na tfi 40ml vzorky
a umisti se do 125ml Erlenmeyerovych nddob. Prvni vzorek se po-
nechad nezpracovan. Druhy vzorek se 2zahfeje ponofenim vzorku do
vodni lazné udrZované na 60 °C na dvacet minut. Treti vzorek se
zpracuje s dihydratem chloridu vapenatého a pak se zahreje pono-
fenim vzorku do vodni lazné udrZované na 60 °C na dvacet minut.

Vzorky se odstfeduji po 15 minut pfi 2 000 x g za vzniku
pevné pelety a kapalného supernatantu. Supernatant se od pevné
pelety odlije a peleta se 1lyofilizuje. Lyofilizované pelety se
analyzuji na koncentrace a- a f-karotenu za pouZiti HPLC techno-
logie podle pracovniho HPLC protokolu uvedeného ddle.

HPLC zkusSebnli protokol

Lyofilizované pelety se upraskuji v hmozdi¥i s palicékou.
PfiblizZné 0,025 gramu kazZdého vzorku se prida ke 4 ml vody. Tato
smés se pak extrahuje trikrat 10mililitrovymi podily smési petro-
lether : aceton (50 : 50 obj./obj. a filtruje Blichnerovou nalev-
kou. Filtraéni kolac¢ se odlozi a filtrat se odpari dosucha pod
dusikem. Vysledny susSeny extrakt se resuspenduje ve 4 mililitrech
¢istého chloroformu. 1ml vzorek resuspendovaného extraktu se zre-
di 4 mililitry chloroformu. Zredény extrakt se filtruje pres
0,45 um filtr a pak se analyzuje vysokotlakovou kapalinovou chro-
matografii (HPLC) podle postupu uvedeného v Journal of Food Sci-
ence, Vol. 52, &. 3, str. 744-46, 1987 na obsah a a B-karotenu.

Obsah karotenu ve vzorku se kvantifikuje porovnanim plochy
piku s plochou piku autentickych standardd o znamé koncentraci
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ziskanych od Sigma Chemical Co. PouZité koncentrace standardu by~
ly 12,5, 25,0, 50,0 a 100,0 pg/ml.

Miligramy a a f-karotenu na gram suseného pevného materidlu
jsou uvedeny na obr. 1.

Zpracovani pomoci riznych soli (zkuSebni protokol)

Mrkev se odstavni desintegratorem a sStava se od kage odd&li
odstfedénim nebo lisovdnim. &tava se rozdéli na 40ml vzorky
a umisti do 125ml Erlenmeyerovych banék. Jednotlivé vzorky se
zpracuji se soli vybranou z chloridu sodného, hydroxidu draselné-
ho, hexahydratu chloridu horeénatého, dihydratu chloridu vapena-
tého, chloridu draselného, hydroxidu sodného, uhlié&itanu vapena-
tého, fosforec¢nanu vapenatého, hydroxidu vapenatého, laktatu va-
penatého a glukondtu vapenatého v koncentracich 0,5, 1,0 a 2,0
% hmotn. po S$Sest minut. Stav separace byl sledovan a zaznamenan
podle nasledujici stupnice.

Stupnice

0 = 2adné déleni

1 = slabé déleni

2 = prijatelné déleni
3 = dobré déleni

4 = vynikajici déleni

Nejlepsi stupeni déleni ziskany pro kazdou ze soli v testova-
nych koncentracich, je graficky znazornén na obr. 2.

Zpracované vzorky se odstfeduji 15 minut pPEi 20 °C a 2 000
X g za tvorby pevné pelety a kapalného supernatantu. Supernatant
se dekantuje z pevné pelety a peleta se lyofilizuje.

Zpracovani soli, kterou jsou soli vapniku (protokol testu)

Mrkev se odstavni v desintegratoru a stava se oddéli od kase
odstrfedénim nebo lisovdnim. &§tava se rozdéli na 40ml vzorky
a umisti do 125ml Erlenmeyerovych banék. Duplikaty vzorka se
zpracuji s vdpenatou soli vybranou z dihydratu chloridu vapenaté-
ho, wuhliditanem vapenatym, fosforednanem vapenatym, hydroxidem
vapenatym, laktdtem vapenatym a glukondtem vdpenatym v koncentra-
cich 1, 2 a 4 mmol na Sedesat minut. Pozoruje se prubéh déleni
a zaznamenava podle nasledujiciho hodnoceni.

Hodnoceni

2adné déleni
slabé déleni
prijatelné déleni
dobré déleni
vynikajici déleni

> W o
nuuwuon

Stupen deéleni =ziskany pro kazdou z vapenatych soli v kazdé
koncentraci je graficky zndzornén na obr. 3.

Zpracované vzorky byly odstfedény po 15 minut pri 25 °C
a 2 000 x g za vzniku pevné pelety a kapalného supernatantu. Su-
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pernatant byl dekantovan od pevné pelety a peleta byla lyofilizo-
vana.

Zpracovani teplem a soli (zkusebni protokol)

Mrkev se odstavi desintegratorem a s$tava se oddéli od kase
odstredénim nebo 1lisovanim. S&Stava se rozdéli na 40ml vzorky
a umisti do 125ml Erlenmeyerovych banék. Vzorky se zpracuji se
soli (stl-typ) a Vv mnoZstvi (sul-gram) uvedenymi v tabulce II
a ponori pri konstantni teploté do vodni lazné zahratée na 60 °C
na dobu (doba kontaktu) uvedenou v tabulce II. Sleduje se déleni
a zaznamenava podle diale uvedeného hodnoceni.

Hodnoceni

0 = 24dné déleni

1 = slabé déleni

2 = prijatelné déleni
3 = dobré déleni

4 = vynikajici déleni

Zpracované vzorky se odstfeduji po 15 minut pri 25 °C
a 2 000 x g za vzniku pevné pelety a kapalného supernatantu.
Supernatant se dekantuje z pevné pelety a peleta se lyofilizuje.

Zpracovani teplem, soli a enzymem (zkusSebni protokol)

Mrkev se odstavni desintegratorem a Stava se oddéli od kase
odstfedénim nebo 1lisovanim. Stava se rozdéli na 40ml vzorky
a umisti do 125ml Erlenmeyerovych banék. Vzorky se zpracuji s en-
zymem typu (enzym-typ) a v mnoZstvi (enzym-gram) uvedenych v ta-
bulce III. Vzorek, obsahujici enzym se ponofi do vodni 1lazné
o konstantni teploté uvedené v tabulce III (tepl. laz.) na dobu
uvedenou v tabulce III (kontakt doba teplo + enzym). Vzorky zpra-
cované enzymem/teplem se zpracujli se soli typu (sul-typ)
a v mnozstvi (stl-gram) uvedenych v tabulce III po dobu (kontakt
doba-stl) uvedenou v tabulce III. Sleduje se déleni a zaznamenava
se podle nasledujici stupnice.

Hodnoceni

zadné déleni
slabé déleni
pfijatelné déleni
dobré déleni
vynikajici déleni

WP o
wonwn

Zpracované vzorky se odstfeduji po 15 minut pfi 25 °C a 2
000 x g za vzniku pevné pelety a kapalného supernatantu. Superna-
tant se oddekantuje z pevné pelety a peleta se lyofilizuje.

Zpracovani pomoci CaCl a pH (zkusebni protokol)

Mrkev se odstavni desintegratorem a s$tava se oddéli od kase
odstfedénim nebo lisovanim. §tidva se rozdéli na 40ml vzorky
a umisti do 125ml Erlenmeyerovych banék. pH vzorkil se upravi na
8, 9, 10 nebo 11 roztokem 10N NaOH a pak se zpracuje s 0,294
g dihydratu chloridu vépenatého po 30 minut. Vynikajici oddéleni

-7-



CZ 281797 B6

bylo pozorovano u vsech vzorku. Byla zaznamendvana doba poZadova-
nd pro dosazeni vynikajiciho oddéleni po pridavku chloridu vape-
natého.

Hodnoceni

0 = Zadné déleni

1 = slabé déleni

2 = prijatelné déleni
3 = dobré déleni

4 = vynikajici déleni

Zpracované vzorky byly odstfedovdany po 15 minut pfi 25 °C
a 2 000 x g za vzniku pevné pelety a kapalného supernatantu. Su-
pernatant byl slit z pevné pelety a peleta byla lyofilizovana.

Zpracovani teplem, soli a pH (zkusebni protokol)

Mrkev byla odstavnéna desintegritorem a $tdva byla oddélena
od kase odstredénim nebo lisovanim. Stava byla rozdélena na 40ml
vzorky a umisténa do 125ml Erlenmeyerovych banék. pH vzorku bylo
upraveno jak je uvedeno v tabulce IV roztokem 10N NaOH, byly
zpracovany 0,294 g dihydratu chloridu vapenatého a pak ponoreny
do vodni lazné o konstantni teploté 60 °C na deset minut. Vynika-
jici oddéleni bylo pozorovano u vSech vzorka. Pribéh déleni byl
sledovan a zaznamendn podle nasledujiciho hodnoceni.

Zpracované vzorky byly odstfedovdany po 15 minut pfi 25 °C
a 2 000 x g za vzniku pevné pelety a kapalného supernatantu. Su-
pernatant byl oddekantovdn od pevné pelety a peleta byla lyofili-
zovana.
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Tabulka I

Porovnani koncentraci karotenu
teplem zpracovany/vapnikem zpracovany/nezpracovany karoten

koncentrace
¢. tepl. kontakt. a B celken
ldzn. doba v ldz. sil il (ng/qg) (mg/q) (mg/q)
(°C) (min.) (typ) (mmol) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
100 - - - - (0,679) (0,683) (1,362)
(72,0) (72,5) (144,5)
101 60 20 - - (3,73) (6,40) (10,13)
(46,75) (80,0) (126,75)
102 60 20 CaCly 2 (4,48) (7,96) (12,44)
(56,0) (99,5) (155,5)

Zjisténi: Jak teplem, tak vapnikem zpracovand mrkvovd stava pro-
dukuje koagulat, ktery je vysoce obohacen a a § karoteny. Nejvice
a a B karotenu v celé $tavé je ziskano témito zpusoby. Zpracovani
teplem kombinované se zpracovanim vapnikem se jevi jako zvysujici
celkové mnozstvi karotenu (a a B) o asi 23 % proti mnoZstvi zis-
kanému pouhym tepelnym zpracovanim.



Tabulka II
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Teplo + anorganické sole

c. kontakt. sul sul déleni
doba (typ) (gram)
(min)
200a 20 CaC12 (0,294) 4
200b 20 CaC12 (0,294) 4
201a 20 Ca(OH)2 (0,148) 4
201b 20 Ca(OH)2 (0,148) 4
kontrl. 10 - - 4
kontrl. 10 - - 4
kontrl. 20 - - 4
kontrl. 20 - - 4
210a 05 CaC12 (0,147) 4
210b 05 CaC12 (0,147) 4
211la 10 CaC12 (0,147) 4
211b 10 CaC12 (0,147) 4
212a 20 CaC12 (0,147) 4
212b 20 CaClz (0,147) 4
213a 05 CaC12 (0,294) 4
213b 05 CaClz (0,294) 4
21l4a 10 CaC12 (0,294) 4
214b 10 CaClz (0,294) 4
215a 20 CaC12 (0,294) 4
215b 20 CaC12 (0,294) 4
216a 05 CaC12 (0,544) 4
216b 05 CaCl2 (0,544) 4
217a 10 cacCl, (0,544) 4
217b 10 caCl, (0,544) 4
218a 20 CaC12 (0,544) 4
218b 20 CaC12 (0,544) 4
pokus
200a/b Poznamky: Déleni bylo vynikajici.
Supernatant byl velmi &iry a pelety velmi pevné.
Dekantace byla velmi snadna.
pokus
201a/b Déleni bylo vynikajici.

Pelety byly velmi pevné.
Dekantace byla velmi snadna.
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Tabulka III

Teplo + anorganicka sul + enzymy

3, tepl. doba zahf. + doba sil sil enzyn enzym  déleni
liz.  emzym (sil) (typ) (9) (typ) (9)
(k) (h)
300a  40° 0soP 05¢ CaClz (0,4) proteasa  (0,004) ¢
300b  40°  osob 05 cacly (0,4) proteasa  (0,004) 4
Wa  0° 180 01 CaCly (0,147)  pektinasa (lml) 4
30b 300 18P 01 Cacly (0,147)  pektimasa (lml) ¢
Zjisténi:

Zpracovani 40ml vzorku celé mrkvové sStavy s 0,01 % hmotn.
proteasy (inkubace pfi 40 °C po 5 hodin) neposkytuje viditelné

déleni. Nasledujici pridavek 0,0027 mol catt ve forme caCl,.H,0

poskytuje rychlé déleni vedouci k &istSimu supernatantu a niZsi
viskozité karotenoidového podilu nezZz je obvyklé. Toto znamena, Ze
degradace proteinu pritomného v mrkvové Stavé neovliviiuje déleni
karotenoidl je-1li pouZita samotnd, ale miZe napomahat pri dosazZe-
ni, pouZije-li se ve spojeni se zpracovanim s vapnikem.

Zpracovani 40ml vzorku celé mrkvové §tavy s 0,01 % hmotn.
pektinasy (inkubace pfi 30 °C po 18 h) neposkytuje viditelné dé-

leni. Naslednym pridavkem 0,001 mol catt ve forme CcaCl,.H,0 ini-

ciuje déleni béhem tfi minut, které vede k <&irému supernatantu
a dobre definovanému Kkarotenoidovému podilu béhem Jjedné hodiny.
Toto znamenad, Ze degradace pektinu pritomného v celé mrkvové Sta-
vé neposkytuje déleni karotenoidu, jestliZe se pouZije samotna,
ale miZe napomdhat pfi urychleni separace, pouZije-li se ve spo-
jeni se zpracovanim s vapnikem.
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Tabulka IV

Teplo + anorganicka sul hm. /4prava pH

-

c. pH tepl. kontakt. sul sal déleni
odecet 1az. doba (typ) (g)
(°c) (min)

kontr. - - - - - 0
kontr. - - - - - 0]
400a 6,50 60 10 CaC12 (0,294) 4
400b 6,50 60 10 CaC12 (0,294) 4
401l1la 7,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
401b 7,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
402a 8,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
402b 8,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
403a 9,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
403b 9,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
404a 10,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
404b 10,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
405a 11,00 60 10 CaC12 (0,294) 4
405b 11,00 60 10 CaClz (0,294) 4
b

= vzorek za konstantniho michani PEi 87 ot/min béhem ponoreni
do vodni lazné

bb _ vzorek za konstantniho michani PEi 85 ot/min béhem ponoreni
do vodni lazné

€ = sled: enzym a sl se pPridaji ke vzorku s nasledujicim
Zpracovanim teplem

€€ = sled: enzym a sul se Pridaji se zahfivanim mezi pfidavanim.

Pokusy se stejnymi desitkovymi &islicemi oznac¢uji pokusy,
které byly provedeny za pouziti stejného zdroje mrkvové stavy.
Pokusy lisici se pouze oznacenim (a) (b) znamenaji par identicky
zZpracovanych vzorki.

Popis vcéetné pfikladd je zaméfen na pochopeni vynalezu
a Vv Zadném pripadé neni minén jako omezujici. Je moZno provést
ruzné modifikace a variace, aniz by byla narusena mysSlenka vyna-
lezu a jeho rozsah, dany pripojenymi naroky.
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PATENTOVE NAROKY

Zpusob extrakce karotenoidu z pfirodniho zdroje bez pouzZiti
uhlovodikového rozpoustédla, vyznacdéduijici s e
t i m, Z2e zahrnuje stupné

a) rozdéleni prirodniho zdroje karotenoidd na kapalnou frak-
ci, obsahujici karotenoidy, a kasSovitou frakci, I

b) kontakt kapalné frakce se srdZecim ¢inidlem, prostym uh-
lovodikového rozpoustédla, vybranym ze skupiny, zahrnujici
0,5 az 3 % hmotn. chloridu vapenatého, 0,05 aZ 2 % hmotn. hyd-
roxidu vapenatého, 2 aZ 4 % hmotn. laktdtu vépenatého a 4 az
6 % hmotn. glukondtu vapenatého, vztazeno na kapalnou frakci,
tak, Ze se kapalna frakce rozdéli na pevnou vysrazZenou c&ast,
obohacenou o karotenoidy, a kapalnou ¢ast, ochuzenou o karote-
noidy, pfiéemZz jak pevna, tak kapalnd ¢ast jsou prosty uhlovo-
dikového rozpoustédla, a

c) oddéleni pevné ¢&Asti obohacené karotenoidy od kapalné
&asti ochuzené o karotenoidy bez pouziti uhlovodikového roz-
poustédla tak, Ze se vytvori karotenoidy obohaceny pevny ext-
rakt, ktery nebyl uveden do styku s uhlovodikovym rozpoustéd-
lem béhem extrakce.

Zpusob podle nadroku 1, vyznacujici s e tim,
Ze kapalna frakce se uvede do kontaktu se sraZecim ¢inidlem
pri teploté 40 az 60 °C.

Zpisob podle ndroku l, vyznacujici s e tim,
Ze kapalna frakce se uvede do kontaktu se srazZecim ¢inidlem na
dobu alesponn 10 aZ 30 min.

Zpusob podle ndroku l, vyznac¢ujici s e tim,
Ze kapalnda frakce se uvede do kontaktu se srazecim ¢inidlem
pri teploté 80 aZ 120 °C.

Zpisob podle naroku l, vy znacujici se tim,
Ze se srazeci ¢&inidlo uvede do kontaktu s kapalnou frakci na
dobu mensi neZ 20 min.
Zpusob podle naroku 4, vy znac¢cujici s e tim,
Ze kapalna frakce se uvede do kontaktu se srazZecim ¢inidlem na
dobu mensi neZ 2 min.

Zpisob podle ndroku l, vy znac¢ujici s e tim,
2e pH kapalné frakce je mezi 6 az 8.

2 vykresy

-13-
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Obr. 1
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Obr. 3
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