5. Wyodrebnianie i wlasciwosci beta karotenu

Karotenoidy to grupa okoto 100 barwnikéw roslinnych, do ktorych zaliczamy karoteny i ksantofile.
Sa one tetraterpenami, czyli podczas syntezy powstaja z o$miu jednostek aktywnego,
piecioweglowego izoprenu, a wigc majg 40 atomow wegla. Zwierzeta nie potrafig produkowac
karotenoidéw, ale majg zdolno$¢ do gromadzenia ich w watrobie. Wytwarzane sg one natomiast
bardzo powszechnie przez bakterie, glony i1 rosliny wyzsze. U roslin wystepuja gldéwnie w kwiatach,
owocach, liciach i nasionach. Miejscem ich produkcji i kumulacji sa wyspecjalizowane organella:
chromoplasty i1 chloroplasty (liscie). W chloroplastach karotenoidy towarzysza chlorofilowi —
zielonemu barwnikowi istotnemu w procesie fotosyntezy i sg przez niego maskowane. Dopiero
jesienig, gdy roslina odprowadza cenny chlorofil z lisci, przed naszymi oczami ukazujg si¢ barwy
karotenoidéw w pelnej krasie.

Karoten to barwnik o kolorze pomaranczowym. Na najwicksza uwagg zastuguje tzw. p—karoten,
ktory stanowi przecigtnie 80% wszystkich karotenow roslin wyzszych. Widmo absorpcyjne
karotenu pokazano ponize;.

4 \

0.10 w

beta-karoten

340 440 540 640 740
\, S

Maksima absorpcji przypadaja na 451 1 477 nm. Szczegdlnie obficie wystgpuje on w korzeniu
marchwi. Od marchwi pochodzi zresztg nazwa karotenu, bo Daucus carota to tacinska nazwa tej
ro$liny. Dla zwierzat wyzszych zasadnicze znaczenie ma tylko P—karoten. To wlasnie z niego
produkuja one witaming A — retinol, ktorego dalsze produkty przemiany majg istotne znaczenie w
procesie widzenia (wchodzg w sktad barwnika wzrokowego — rodopsyny). Dlatego B—karoten
nazywany jest prowitaming A. Zawarty w diecie karoten pelni funkcje ochronne przed choroba
wiencowa u osob palgcych papierosy lub ulegajacych ekspozycji na dym papierosowy. W grupie
0sob przyjmujacych preparaty f—karotenu przez 5 lat stwierdzono o 54% rzadsze wystgpowanie
nowych przypadkoéw chordb sercowo-naczyniowych, w tym choroby wiencowe;.
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Ksantofile to pochodne tlenowe karotenow (hydroksylowe, ketonowe, aldehydowe, karboksylowe).
Maja barwe z6tta lub brazowa (gr. ksanthos — zo6tty). Powstaja one przy utlenianiu karotenéw przy
pomocy enzymow - tzw. oksydaz mieszanych. Najbardziej popularne sg pochodne hydroksylowe,
ktorych najbardziej rozpowszechnionym przedstawicielem jest luteina.
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Wsrod jesiennych lisci spotykamy tez barwe intensywnie czerwong. Odpowiedzialne za nig sg
jednak inne barwniki — antocyjany, ktore w przeciwienstwie do karotenoidow, nie wystepuja w
liciach catly czas, ale sg jesienig specjalnie syntetyzowane.

Odczynniki 1 sprzet:

Materiat roslinny (brzoskwinia, marchew, dynia, przecier pomidorowy)

Zel krzemionkowy Silica Gel 60 (Merck)

Mieszanina ekstrakcyjna: aceton : eter naftowy (22 : 3; v/v)

Eluent: eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v)

10% wodny roztwor NaCl

Bezwodny Na,SO, (lub MgSO,)

Szklo laboratoryjne: mozdzierz, rozdzielacz o pojemnosci 100 mL, lejek zwykly, kolby
stozkowe 1 okraglodenne, zlewki, probowki, pipety miarowe, cylindry miarowe
8. Zestaw do chromatografii kolumnowej

9. Bibuta filtracyjna

10. Wyparka rotacyjna préozniowa

NogakrownE

Wykonanie doswiadczenia:

A. Ekstrakcja barwnikow z materiatu roslinnego

Podda¢ homogenizacji 3 ¢ materialu roslinnego (marchew, dynia, brzoskwinia) w 10 mL
mieszaniny aceton : eter naftowy (22 : 3; v/v). Mieszaning przesaczy¢ do rozdzielacza przez saczek
z bibuly. Do ekstraktu doda¢ 15 mL eteru naftowego i 15 mL 10% roztworu NaCl. Wytrzgsaé 2-3
minuty. Po rozdzieleniu si¢ warstw, usung¢ dolng warstwg wodng, a gorng warstwe organiczng
przemy¢ woda destylowang (3x5 mL). Przemyty ekstrakt wysuszy¢ w kolbie ptaskodennej za
pomoca bezwodnego Na,SO,; (lub MgSQO4). Po wysuszeniu, roztwér przesgczy¢ do kolbki
okragtodennej 1 zagesci¢ do 20-30% poczatkowej objetosci.

B. Przygotowanie kolumny

Kolumne chromatograficzng umiesci¢ pionowo w statywie, zamkna¢ jej wylot zaciskaczem i
wypetni¢ ja okoto 10 mL mieszaniny eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v). Nastgpnie przy pomocy
bagietki umiesci¢ na dnie kolumny tamponik z waty szklanej uwazajac, aby nie powstaty
pecherzyki powietrza. Ostroznie wla¢ (po bagietce) do kolumny zamieszang uprzednio zawiesing
zelu krzemionkowego Silica Gel 60 (Merck) w uktadzie eluujacym. Zawiesina w zlewce powinna
by¢ przygotowana tak, aby 2/3 jej objetosci stanowit zel, a 1/3 mieszanina eter naftowy : aceton
(7:3; vIv). Nalezy pracowa¢ mozliwie szybko, aby nie dopusci¢ do odparowania rozpuszczalnikow.
Nastepnie odczekaé, az na dnie kolumny uformuje sie warstwa zelu 3-5 cm, po czym ostroznie
otworzy¢ zacisk kolumny. Roztwoér powinien wyplywaé z szybkoscia 1 kropli/sekundg. Wysokos¢
uformowanego zelu powinna wynosi¢ 25 cm. Nastgpnie na szczycie kolumny umiesci¢ krazek z
bibuty filtracyjnej i zamkna¢ wylot kolumny, pozostawiwszy nad powierzchnia co najmniej 2 cm
roztworu, bacznie uwazajac, aby nie doszto do zapowietrzenia kolumny.

C. Rownowazenie kolumny



Kolumne z uformowanym zelem krzemionkowym potgczy¢ ze zbiornikiem zawierajagcym 500 mL
mieszaniny eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v), otworzy¢ zacisk u dotu kolumny i przepusci¢ przez
nig okoto 60 mL roztworu. Szybkos$¢ przeptywu powinna wynosi¢ okoto 1 mrL/min. Szybkos¢ te
reguluje si¢ poprzez zmiang potozenia zbiornika w stosunku do kolumny.

D. Rozdzial ekstraktu

2 mL Zatgezonego ekstraktu ro§linnego nanie$¢ na czoto kolumny. Po wsigknigciu w Zel ostroznie
doda¢ 4-5 mL eluentu i podigczy¢ rezerwuar z eluentem. Otworzy¢ wylot na dole kolumny i
rozpoczaé elucje¢ barwnikow. Eluat zbiera¢ do probowek, do kazdej po 3 mL. Zaobserwowaé
pojawianie si¢ roznokolorowych stref w trakcie rozdziatu. Eluent zawierajacy chlorofil i feofityne
wykazuje czerwonawg fluorescencje. Na podstawie barwy, fluorescencji i widma UV (maksimum
absorpcji dla karotenu znajduje sie przy dtugosciach fal 451 i 477 nm) zanotowac kolejno$¢ elucji
poszczeg6lnych barwnikow.

Zakres materiatu:
Zasada rozdzialu technika adsorpcyjnej chromatografii cieczowej, wlasciwosci barwnikéw
ros§linnych.



