SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI p-KAROTENU
Ukol: Spektrofotometricky stanovit obsah B-karotenu v mrkvi

Teoreticky uvod:

Karotenoidy jsou vyznamnymi a nejrozsifenéjSimi lipofilnimi barvivy mnoha riiznych druht
ovoce a zeleniny. VétSina karotenoidnich latek se fadi mezi terpenoidy. Za svoji barevnost vdéci
fetézci konjugovanych dvojnych vazeb. Karotenoidy reaguji s volnymi radikaly, a proto ptisobi jako
antioxidanty. Hlavnim zastupcem této skupiny latek je B-karoten. B-karoten je nejvyznamnéjSim
provitaminem A. Je prevladajicim pigmentem v mrkvi, meruiikach, mangu, ale také v listové
zelening, kde je jeho p¥itomnost maskovéana chlorofylovymi barvivy. Siroce vyuZivanou technikou
pro stanoveni obsahu [-karotenu v potravinach je UV-VIS spektrofotometrie.

Kvantitativni analyza je zalozena na platnosti Lambert-Beerova zakona, podle néhoz je
hodnota absorbance A pii vinové délce pfimo umérna molarni koncentraci ¢ [mol/l]:

¢ = moldrni absorpéni koeficient[l.mol™.cm™ ]

= * * .,
A=s¥crd d = tloustka absorbujici vrstvy [cm]

Pii kvantitativni analyze se obvykle méfi pii vilnové délce absopéniho maxima, kde je méfena
absorbance nejvyssi. Vyhodnocovani vysledkd se provadi metodou kalibracni kiivky, proméfenim
absorbanci srovnavacich roztokli o znamé koncentraci nebo metodou standardnich ptidavk.
Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze kalibra¢ni zavislost bude mit linearni pribéh, avsak platnost
zékona je omezena fadou odchylek zpisobenych napf. zménou chemické rovnovahy v roztoku v

dusledku ménici se koncentrace nebo nedostate¢nou monochromatiénosti zareni.

Princip:

B-karoten se po uvolnéni ethanolickym hydroxidem a po extrakci do organické faze stanovi
spektrofotometricky pii vinové délce 450 nm. Obsah B-karotenu v mrkvi se ur¢i metodou kalibra¢ni

ktivky proméfenim absorbanci standardnich roztokt dichromanu draselného.

Pristrojové vybaveni a chemikalie:

=  UV-VIS spektrofotometr Shimadzu



» dichroman draselny p.a., ethanolicky roztok NaOH, kyselina chlorovodikova (1:1), n-heptan

p.a., bezvody siran sodny p.a.

Priprava ethanolického roztoku hydroxidu draselného: 10 g NaOH se rozpusti v 20 ml vody, doplni

na 100 ml 96% ethanolem a promicha. Roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.

Priprava standardniho roztoku dichromanu draselného: 1,25 g dichromanu draselné¢ho, piedem
vysuseného pti 105 °C (2 hodiny) se rozpusti v odmérné batice na 1000 ml vodou. Pfidé se asi 5 ml
koncentrované kyseliny sirové, doplni vodou po znacku a promicha. 1 ml tohoto roztoku odpovida

0,0080 mg B-karotenu.

Postup stanoveni:

a) Priprava kalibracnich roztokii

Do 10 odmérnych banék o objemu 10 ml se diferencované odpipetuje 0,2; 0,4; 0,6; ...; 2 ml
standardniho roztoku dichromanu draselného, doplni vodou po rysku a promicha. Pti navézce 1 g

vzorku odpovidaji tyto roztoky koncentracim uvedenym v tabulce.

Dichroman draselny [ml] 02(04/06|08| 1 |12|14|16 |18 2

Koncentrace B-karotenu [mg/1kg] 8 | 16 | 24 | 32 | 40 | 48 | 56 | 64 | 72 | 80

b) Zpracovani vzorku

1,00 g nastrouhané mrkve se vsype do kadinky a ptida se 20 ml ethanolického roztoku NaOH.
Po promichani ty¢inkou se kadinka se smési necha 10 minut stat. Poté se ptida 20 ml HCI (1:1) a
op¢t se promichd. Obsah kadinky se kvantitativné pievede na filtr a promyva acetonem, tak dlouho,
az je nerozpustna Cast zcela bezbarva. Filtrat se kvantitativné prevede do délici nalevky (500 ml),
pfida se 40 ml heptanu a doplni do % objemu vodou. Krouzenim (netfepat) se obsah promicha. Po
nekolikaminutovém stani se vodna faze az na maly zbytek vypusti. Do dé€lici nalevky se pftilije 20
ml ethanolického roztoku NaOH (rozhrani obou vrstev se vyceti) a délici nalevka se doplni opét na

¥ objemu vodou. KrouZenim se obsah promicha a po usazeni se vodna faze opét odpusti. Cely



postup se opakuje jeste 2-3x az je vodné¢ ethanolicka faze bezbarva. Heptanovy extrakt, presuseny

bezvodym siranem sodnym, se pfevede do 50 ml odmérné baiiky a doplni heptanem po rysku.

C) Spektrofotometrické mereni

Kalibracni fada standardnich roztokti dichromanu draselné¢ho se proméfti na spektrofotometru pii
vlnové délce 450 nm proti destilované vode¢. Pii stejné vinové délce se rovnéz proméii vzorek proti

¢istému heptanu. Obsah B-karotenu v mg/1kg mrkve se pfimo odecte z kalibracni kiivky.
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