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(64) Zphsob kvantitativniho stanoveni beta—~karotenu, sumy xantofyli

a feofytinu a

Vynélez se tyké zplsobu kvantitativni-
ho stanoveni beta-karotenu, sumy xantofyld
a feofytinu a. Jeho podstata spolivd v tom,
%e se rostlinné berviva extrahuji z analy-
zovaného rostlinného materidlu acetonen,
nades extrakci uvoln&nd barviva se pPeve-
dou z acetonu do hexanu, heptanu nebo
petroléteru a beta-karoten, suma xantofyll
a feofytin a se vzéjemné chromatograficky
0dd&1i na sloupci polyamidu a jejich mnozZ-
stvi se stanovi spektrofotometricky. K ana-
lyze lze pouzit Zerstvého, sudeného i fer-
mentoveného rostlinného materidlu, krmiv a
krmnych sm&si pouZivanych v zem&d&lstvi.
Lze rovn&z pouzit rostlinnych surovin a
produktd potravingfského a farmaceutického
primyslu (&erstvé a konzervované ovoce,
zelenina, ovoené 3idvy, Cerstvé a sudené
16¢ivé rostliny, léZivé daje). Obsah beta~
-karotenu spoluuréuje nutriZni hodnotu ana-
lyzovaného materidlu. Obsah sumy xantofyld
rozhoduje o vysledné pigmentaci %ivodisnych
produktd (mdslo, Zloutky vajec, kiZe broj-
lert). Obsah feofytinu a poskytuje informa-
ci o kvalit& skladovéni &i technologického
zpracovéni (sudeni, fermentace, konzervové~
ni) rostlinnych surovin.
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Vyndlez se tyké metodiky pro kvantitativni stanoveni obsahu beta-karotenu, sunmy xanto-
fyld a feofytinu a v rlznych typech rostlinného materidlu.

Kvantitativni stanoveni karoten( a xantofylt v materidlech rostlinného a %ivo&i&ného
pivodu vyZaduje obecn® ndsledujfef dil&{ kroky:

pfiprava primérného vzorku,

extrakce pigmentd z prém&rného vzorku do poldrniho rozpoudtédla,
saponifikace pritomnych esterd,

pfevedeni pigmentd z polérntho do nepolérntho rozpoudtédla,
chromatografickd separace pigmentt a.

kvantitativni stanoveni jednotlivych pigmentl nebo jejich skupin.

V konkrétnich pripadech n¥které z t&chto dfl¥fch krokd odpadajf. Nap¥. pii analyzdch
vzorkd rostlinného pivodu &asto odpadd saponifikace piitomnych esterd. PFi pouZiti takové
techniky chromatografické separace, pfi které lze na chromatograficky nosi& nanést pigmenty
v poldrnim rozpoudtédle, odpadd nutnost pievedent pigmentd z poldrniho do nepolérniho roz-
poudtédla.

Pripravu pramérného vzorku je nutno provést vidy; pouZivaji se rizné postupy v zdvis-
losti na povaze analyzovaného materidlu. K extrakeci pigmentd se pouZivd poldrnich organice
kych rozpoustédel (aceton, metanol, etanol), a to bud samotnych, nebo ve sm&si s vodou &i
dal$imi organickymi rozpou¥tddly. Saponifikace 1lipidd (tj. esterd) se provédi pomoci alko-
holického roztoku hydroxidu draselného, a to bud dlouhodob® (do 24 hod) pii teplot& mistnos~
ti, nebo krétkodob® (desitky minut) pfi zvySené teplotd. K pievedeni pigmentl z poldrniho.
do nepolérniho rozpoudtédla se b&ind pouZivé d&li&ky, ve které se protiepdvé sm&s obsahuji-
ci polérni extrakt, nepoldrni rozpoudtddlo a vodu event. vodny roztok NaCl. Chromatografic-
ka separace pigmentd z poldrntho &i nepoldrniho extraktu se provédi na riznych nosidich,
gasto na celuldze (papir, tenkd vrstva, sloupec), rovnd% &asto na kysliéniku hlinitém nebo
silikagelu, a to jak ve form& sloupce, tak tenké vrstvy. Kvantitativni stanoveni pigmentd
nebo jejich sm&si{ se b¥in& provadi spektrofotometricky vzhledem k tomu, %e se jedné o ba-
revné latky.

Extrakéni, separaéni a determina&ni postupy pro stanoveni beta-karotenu, a xantofyly,
doporutované ve sv&tové literatufe, jsou pPehlednd shrnuty a diskutovény v prdci DAVIES,
1976. V CSSR existuje pro stanoveni beta-karotenu stétnf norme GOSN 46 7007 a CSN 56 0053.
Pro zeméd&lské oblastnf laboratore vydal v r. 1975 Ust¥edni kontrolni a zkusebni ustav ze-
m&d&lsky (ddle UKZUZ) v Praze jednotnou metodiku, kterd vychdzi z CSN 46 7007. Pro stanove-
ni xantofyli a feofytinu a v rostlinném materidlu drednt pfedpis v 8SSR neexistuje. Postup
v soulasné dob& predepsany stdtni normou a jednotnymi predpisy UKz0z pouzivéd pro extrakci
pigmentd z rostlinného materidlu alkoholicky roztok hydroxidu draselného, pro chromatogra-~
fickou separaci kysliénik hlinity a pro kvantitativni stanovent spekirofotometrického vy-
hodnoceni pri 450 nm. Viechny tyto t¥i zd4kladni féze metodiky v8ak vyZaduji{ velky podet
doplnkovych operaci. Tak naplf. po extrekci pigmentd z rostlinného materidlu alkoholickym
roztokem KOH se na rostlinny materidl plsobi 25% vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové
a déle se znovu né&kolikrdt extrahuje organidkym rozpouSt&dlem, konkrétn& acetonem, a¥ do
Uplného odbarveni vyluhu. Chromatografickou separaci pfedchdzi mnohondsobné piet¥epdévéni
&dsti pigmentd z plivodniho etanolicko-acetonového extraktu do benzinu v délidce, a to nej-
prve s vodou, pek s etanolickym roztokem hydroxidu draselného, a nakonec op&t s vodou.

Rovn&Z u adsorbentu - kyslidniku hlinitého - je nutno pred naplnénim chromatografické
kolony upravit jeho aktivitu na 2. stupen podle Brockmanna, a to dvouhodinovym ¥fhénim p¥i
650 a% 700 °C; po vychladnuti se pridajf 2 % vody, dokonale se protfepe a ponechd stdt do
druhého dne, kdy ho lze teprve pouZft jako noside k separaci. Pred nanesenim benzinového
extraktu pigmentd na kolonu je je&td treba sloupec kyslidnfku hlinitého prevrstvit 1 a%
1,5 cm vysokou vrstvou bezvodého siranu sodného. Vlastni eluce beta-karotenu se provédi
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smds{ benzinu a dietyléteru 3:1. Predpis neuvédi, e dietyléter by m&l byt pfed pouZitim
zbaven peroxidd, které v ném vznikaji po deldf dob& sténi a které siln& degraduji karote-
noidy v&etn& beta-karotenu tvorbou epoxidd (DAVIES 1976). Spektrofotometrické vyhodnoceni
eludtu vyZaduje kalibraini k¥ivku, kterou je nutno sestavit predem prom&fenim sady standart-
nich roztokd bud &istého beta-karotenu, nebo dvojchromanu draselného.

Podstata vyndlezu spoliivé v tom, Ze se rostlinnég barviva extrahuji ascetonem, nafe%
extrakei uvolnsnd barviva se prevedou z acetonu do hexanu, heptanu nebo petroléteru a beta~-
-karoten, suma xantofyld a feofytin a se vzédjemnd chromatograficky odd&li na sloupci poly~-
amidu a jejich mnoZstvi se stanovi spektrofotometricky.

V porovnini s dosavadnim postupem, ktery je v CSSR v soudasné dob& predepsén stétni
normou & jednotnymi predpisy 0Kz0Z, modifikuje navrhovany postup d1181 kroky prevedeni pig-
mentd z polérnfho do nepoldrniho rozpoudté&dla, ddle chromatografické separace pigmentd, a
xonednd kvantitativniho stanoveni jednotlivych pigmentt a jejich skupin.

Pri prevedeni pigmentl 2z polarniho do nepoldrniho rozpoudt&dla je dosavadni zpisob,
spoéivajici v opatrném krouzeni sm¥si acetonového extraktu pigmentl s nepolérnim rozpoud-
tédlem a vodou v d&lici ndlevce, nahrazen potupem, pfi kterém se tato smés intenzivné pro-
michd v kddince na elektromagnetické michadce a vodn& acetonovéd zéna se odsaje. Voda je pPi-
tom nahrazena nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného. PPi chromatografické separaci
pigmentd Jje chromatograficky materidl (kyslignik hlinity) nehrazen polyamidem.‘Separace se
provadi za atmosférického tlaku. Pri kvantitativnim stanoveni jednotlivych pigmentl nebo
jejich skupin Je dosavadni postup, ktery spodivd v sestrojeni kelibradni kfivky a v pripadé
pouziti &éistého beta~karotenu jako standartu rovn&iz ve spektrofotometrickém ovdfeni jeho
g#innosti, nahrazen postupem, pri kterém je obsah beta-karotenu vypolten ptimo z nam&iené
hodnoty absorbance. Navrhovany postup umo#nuje navic kvantitativnZ stanovit i celkovy obsah
xantofyld a v pripad®, Ze Je pritomen, i feofytinu a.

K ptesnd odvézenému mnozstvi analyzovaného materidlu (asi 0,5 g u vitemindéznich moudek,
asi 1 g u usudkd, asli 2 g u Serstvého rostlinného materidlu a krmnych smési, asi 5 g u se-
nédse a sildze) se v tPeci misce pfidd malé mno#stvi uhliditanu hotrednatého a mo¥ského pisku
a prelije se asi 10 ml acetonu. U suchych vzorkdi je extrakce usnadnéna pfedchozi n&kolika-
hodinovou meceraci odvdzeného vzorku s vodou nebo se smési voda + aceton (1:1) pFi teploté&
mistnosti. Po dikladném rozetfeni se acetonovy extrakt vpravi na sklen&nou fritu S3 a pod
vakuem prosaje do odsévaci banky. K pevnému zbytku ve treci misce se‘pfidé daldfich asi 10 ml
acetonu 2 postup se je3té& jednou nebo vickrdt opakuje aZz do uplného odbarveni pevného zbyt-
ku. Po poslednim roztirdani se na fritu vpravi i pevny zbytek, t¥ec{ miska se vypldchne me-
1ym mnoZstvim acetonu, ktery se rovnd% vpravi na fritu, a extrakt se prosaje do banky.

X acetonovému extraktu se v kddince pridd ifetina objemu hexanu a dvojndsobny objem

nasyceného vodného roztoku chloridu sodného NaCl. Vzniklé t&Zkd emulze se n¥kolik minut

(5 min) intenzivné michd na elektiremagnetické michadce. Po vypnuti michalky se ze stiPidky
nebo injekdni stiikadky pomalu piiddvé za soudasného prerudovaného mirného promichévéni
smési destilovand voda tak dlouho, aZ se vypadly chlorid sodny NaCl témdP rozpusti. Pomoci
injekéni stfikalky se spodni vodné—-acetonové zona odsaje, k hexan-acetonové z26né se znovu
pPidd nasyceny roztok NaCl a cely postup se opakuje. Hexanovy extrakt se pak zbavi posled-
nich stop acetonu promytim samotnou destilovanou vodou. Po odséti vody se hexanovy extrakt
prelije do kalibrované zkumavky a odelte se jeho objem a v ml.

Chromatograficks kyveta o vnit¥nich rozmérech 10 x 100 mm, dole ziZend na rozmér
4 % 40 mm, se utésni kouskem valy, zvlhdenym hexanem, a naplni se fidkou ka%i{ polyamidu
v nexanu. Sloupec polyamidu po jeho uplné sedimentaci md mit vyiku 30 a% 40 mm. Ihned po
ysdknuti hexanu se na sloupec nanese alikvotl hexenového extraktu pigmentd o objemu b ml.
Po jeno vsdknuti do kolony se kolona promyvd hexanem aZ do uplného vymyti karoteni, které
se imaji do kalibrované zkumavky. Vysledny objem hexanového eluétu karotend je y ml. Na
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spektrofotometru se pak prom#¥{ absorbance tohoto eludtu v | cm silné kyveté pii vlnové
délce 45! nm. Obsah beta-karotenu v analyzovaném materidlu se vypolte ze vzorce

1
3,86 . a .y . A45?m

K = J
N.b

kde K je obsah beta-karotenu v mg.kg“', N je navéika analyzovaného materidlu v g, a A;S?m

je absorbance hexanového elusdtu karotend v 1 cm silné kyveté pri 451 nm.

Konstanta 3,86 zahrnuje hodnotu specifického absorbaniniho koeficientu beta-karotenu
v hexanu, A} = 2,59 pfi 451 nm a prevodni koeficient pro navdZku analyzovaného materidg-
1u.

cm

Princip stenoveni sumy xantofyld spodivd v tom, Ze se po vymyti karotenl z kolony vy~
myj{ z kolony i xantofyly smési hexanu s benzenem. Kolona se po vymyti karotent prevrstvi
0,5 aZ | ml smési 5% benzenu v hexanu. Tento postup se n¥kolikrdt opakuje, aviak obsah
benzenu v promyvaci smé&si se postupné zvy3uje (10%, 20%, 30%) aZ na kone&nou hodnotu 50%,
kterou se kolona promyvd aZ do dplného vymyti xantofyli. Hexan-benzenovy eludt xantofyld
se jimé do kalibrované zkumavky a stanovi se jeho objem z v.ml. Na spektrofotometru se pro=-
mé&Fi absorbance tohoto eludtu pii vlinové délce 447 nm. Obsah sumy xantofyll v analyzovaném
materidlu se vypodéte ze vzorce

1 cm
4,06 . a . 2z . A447
X = ]
N.b
kde X je obsah sumy xantofyld v mg.kg‘1, N je navdZka analyzovaného materidlu v g a Al4$m

Jje absorbance hexan-benzenového eludtu xantofyld v 1 cm silné kyveté pri 447 nm. Konstanta
4,06 v sob& zahrnuje hodnotu "specifického absorbanniho koeficientu" pro smés xantofyld
v eludni sm&si hexan + benzen (4:1), A: ;g% = 2,46 pii 447 nm a prevodni koeficient pro

navédfku analyzovaného materidlu.

Princip stanoveni feofytinu a spod¢ivéa v tom, Ze kolona se po naneseni hexasnového ex-
traktu pigmentd promyvé smési hexanu s benzenem do okamZiku, kdy z kolony zaénou vytékat
xantofyly. Kolona se po vsdknuti hexanového extraktu pigmentl prevrsivi 0,5 aZ 1 ml smési
5% benzenu v hexanu. Tento postup se nékolikrdt opakuje, avSak obsah benzenu v promyvaci
smési se postupné zvysuje (10%, 20%) aZ na konelnou hodnotu 30%, kterou se kolona promyvi
a% do poddtku eluce xantofyld. Hexan-~benzenovy eludt feofytinu a, ktery obsahuje rovné&:z
beta-karoten a ¢dst xantofyld, se jimd do kalibrované zkumavky a stanovi se jeho objem T
v ml. Na spektrofotometru se prom&Pi absorbance tohoto eludtu pli vincve délce 667 nm. QOb-
sah feofytinu a v analyzovaném materidlu se vypolte ze vzorce

1 cm
17,86 . a . £ . Agel

Fa = ’
N.ob

kde Fa Jje obsah feofytinu a v mg.kg'], N Jje navdZka analyzovaného materidlu v g a Aé6$m je

=3

absorbance hexan~benzenového eludtu feofytinu a, obsahujiciho rovnéZ beta-karoten a tdst
xantofyld, v 1 em silné kyveté pri 667 nm. Konstanta 17,886 v sobé& zahrnuje hodnotu specific-

kého absorban&niho koeficientu feofytinu a, A} gg% = 0,56 pri 667 nm a prevodni koeficient

pro navéiku analyzovaného materidlu.

Hexan je moZno pri stanoveni obsahu beta~karotenu, sumy xantofyl& i feofytinu a nahra-
dit heptanem nebo petroléterem.
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V§hody navrhoveného zpisobu spodivejl v tom, Ze intenzivnim promichénim smési acetono-
vého extraktu pigmentdl s nepoldrnim rozpoudtédlem a nasycenym roztokem chloricéu sodného
NaCl se docili mnohem u&inngjsiho a rychlejéiho pievedeni acetonu do vodni faze, bez nebez~
pedi tvorby emulze. Odstrandni vodnd-acetonové féze odsétim podstatné snizuje ztraty pigmen-
td. Cely postup se proviadi v oteviené nidobd a tim odpadé nutnost astého odvzdudnovani,
co? usnadnuje prevedeni pigmentl z polérniho do nepolérniho rozpoudtdédla. Pritomnost chlo-
ridu sodného ve vodé znadné zkvalitiuje separaci obou odd&lenych 20n; mnozstvi chloridu
sodného, které vypadne z roztoku po promichdni smé&si pritom indikuje mnoistvi acetonu dosud
pP{tomného v nepolarnim rozpoustédle. Tento vypadly chlorid sodny je moZno znovu rozpustit
opatrnym pridévdnim destilované vody k vodng acetonové zoné. Tim se ddle posune termodyna~
mické rovnovéha rozdéleni acetonu mezi ob¥é vzédjemnd nemisitelnd rozpoudtédla - vodu a nepo-
14rni rozpoustddlo - v priznivém sméru.

Nahradou kysliéniku hlinitého polyamidem se docili kvalitngjsiho odd&leni karoteni od
ostatnich pigmentd vzhledem k tomu, Ze pri promyvani kolony nepoldrnim rozpoudtédlem jsou
karoteny Jjedinymi fotosyntetickymi pigmenty, xteréd se pohybuji, kdeZto vsechny ostatni foto-
syntetické pigmenty zastavajl na vstupu kolony. Polyamid mé navic mnohem nizsf aktivitu nez
kysliénik hlinity a pri Jjeho pouziti je tedy mnohem mendi nebezpedi presmykl a jinych de-
grada&nich procesl karotenoidd v pribshu vlastni chromatografické separace. K plnému vymy-
t1{ karotend z polyamidové kolony dojde jiz za 2 aZz 3 minuty, tedy mnohem drive, nez na kys-
1iénfiku hlinitém. Objem &inidla, potPebného k vymyti karoteni z polyamidové kolony, Jje mno-
hem nizsi, nez v pripadé& kolony z kysli&niku hlinitého.

Ndhradou kyslidniku hlinitého polyamidem se docili té% moZnosti snadno stanovil celke-
vy obsah xantofyll v analyzovaném materidlu, vzhledem k tomu, Ze na polyamidu migruji xanto-
fyly v jediné spoletné 26né. Je rovndi mozné snadno stanovii obsah feofytinu a u vzorkl,
které tento degradaéni produkt chlorofylu a obsahuji.

Nahradou kysli&niku hlinitého polyamidem se docili mo¥nosti pracovat pri atmoutérickém
tlaku, coZ sniZuje ndroky na aparaturu a zvyduje bezpednost préce.

Ve svém souhrnu navrhovany postup pfed&i dosavadni postup také v tom, Ze celkové spo-~
t¥eba chemikdlil je mnohem men3f, aktivitu polyamidu neni nutno nijek upravovat a odpada i
nutnost provedeni nékterych dildich operaci (ovéfeni kvality benzinu na pPitomnost dehtovi-
tych latek; predisténi chloroformu k odstranéni chlorovedikuj destilace dietyléteru se so-
d{kem k odstran&ni peroxidii; prdce se silnymi louhy & kyselinami).

Na pripojeném vykresu je zndzornén priklad provedeni sloupcové chromatografie hexano-
vého extraktu pigmentl z usudku vojtédky, provedené navrhovanym postupem. K¥ivka )} na vy-
kresu predstavuje prib&h eluce beta-karotenu, ktery vytekl z kolony pti jejim promyvéni
hexanem. KPivka 2 na vykresu predstavuje pribsh eluce feofytinu a, ktery vytéké z kolony
pfi jejim promyvéni hexanem a pozdéji sm&si hexanu s benzenem (5 a% 30 % benzenu). Ktivka 3
na vykresu piedstavuje prdb&h eluce xantofylt, které vytékaji z kolony pri Jejim promyvani
sm&s1 hexanu & benzenem (30 a% 50 % benzenu). Kfivka 4 na vykresu predstavuje pribéh eluce
chlorofylt a a b, kuers vytékaji 2 kolony pri jejim promyvéni acelonem. Hodnoty na ose X
znaé{ celkovy objem elutniho &inidla, resp. ¢inidel v ml, hodnoty na ose ¥ gbsorbanei pPfi-
slufngeh elustd v 1 cm silné kyveté. Vv pripad? beta-karotenu a xantofyltd byla tato absorban-
ce m&Fena pfi vlnové délce 45!, resp. 447 nm, u feofytinu a a chlorofyli a a b pti vinové

délce jejich &erveného absorpiniho mexima (663 az 667 nm).

Stanoveni obsahu beta-karotenu, sumy xantofyld a feofytinu a je moZno vyuzit ke kvali-
tativni i kvantitativni charakteristice materidlé rostlinného plivodu. Obsah beta-karotenu
a sumy xantofyld ve tkéni zelenych rostlin doplriuje informace o sloZeni a funkdni aktiviteé
fotosyntetického apardtu, na ni% zdvisi tvorba biomasy. MnoZstvi té&chto pigmentd Jje rovngi
ukazatelem dynamiky ontogenetického vyvoje analyzovaniho orgénu nebo rostliny. Obsah beta=-
-karotenu ve tkéni zelenych rostlin je navic vhodnym indikdtorem stavu dusfkaté vyZivy
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téchto rostlin. Obsah beta-karotenu v ferstvé a konzervované pici je vzhledem kX provitami-
nové aktivité beta-karotenu (vitamin A) jednim z dlleZitych ukazateld celkové nutridni hod-
noty pice. Obsah beta~karotenu a sumy xantofylt v krmivech rozhoduje o vysledné pigmentaci
mnoha Zivodidnych produktl (mdslo, vajedné Zloutky, kiZe brojlerd apod.). Obsah feofytinu

a v materidlech rostlinného pGvodu je ukazatelem kvality jeho techriologického zpracovéni

a skladovéni. Vedle nutridni hodnoty je obsah beta-karotenu, sumy xantofyld a nepfimo i
feofytinu a v zem&d&lskych produkiech vyznamny i pro jejich tr#ni hodnotu.

PREDMET VIYINALEZU

Zpisob kvantitativniho stanoveni beta-karotenu, sumy xantofyll a feofytinu a, vyznade-
ny tim, %e se rostlimnid barviva extrahuji acetonem, nadeZ se extrakci uvolndnd barviva pie-
vedou z acetonu do hexanu, heptanu nebo petroléteru a beta-karoten, suma xantofyld a feofy-
tin a se vzdjemnd chromatograficky odd&li na sloupci polyamidu a Jjejich mnoZstvi{ se stanovi
spektrofotometricky.

1 list vykresd
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