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ARKADIUSZ SZTERK, EWA SOSINSKA, MIECZYSEAW W. OBIEDZINSKI,
PIOTR P. LEWICKI

METODA OTRZYMYWANIA PREPARATU NATURALNEGO
a- I B-KAROTENU Z MARCHWI

Streszczenie

Celem pracy bylo otrzymanie preparatu naturalnego a- i f-karotenu z marchwi. Wycisnigty sok pod-
dawano koagulacji stgzonym kwasem solnym, w temperaturze ok. 95 °C. Sedymentacj¢ prowadzono
w temperaturze bliskiej 0 °C, a koagulat odwirowywano. Nastgpnie ekstrahowano z niego a- 1 f-karoten
mieszaning ekstrakcyjna eter naftowy: aceton (1:1 v/v). Otrzymany ekstrakt poddawano filtracji proéznio-
wej i odwadnianiu chemicznemu. Mieszaning ekstrakcyjna odparowywano pod préznia, nastgpnie prze-
prowadzano krystalizacj¢ karotenu w temp. -20 °C. Krysztaty a- i f-karotenu oddzielano na saczku bibu-
towym, przemywajac heksanem i suszono proézniowo.

Z 50 kg marchwi uzyskiwano przecigtnie co najmniej 2 g preparatu o- i -karotenu w postaci krysta-
licznej. Analiza chromatograficzna HPLC wykazata, ze uzyskany preparat charakteryzuje si¢ duza czysto-
$cia oraz stosunkiem o- karotenu do p-karotenu 1:1,7. Dodatkowo potwierdzono identyfikacje
o- i B-karotenu na podstawie widma UV/VIS (detektor diodowy) oraz widma masowego, uzyskanego
technika chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas, z jonizacja przez elektrorozpylanie
(LC-ESI/MS).

Stowa kluczowe: a-karoten, f-karoten, naturalny preparat, HPLC, HPLC-DAD, LC-ESI/MS

Wprowadzenie

Naturalne dodatki do zywnosci, a w szczegdlnosci barwniki, w poréwnaniu ze
swoimi syntetycznymi odpowiednikami zyskuja coraz wigksze grono zwolennikow
wsrdd producentéw zywnosci 1 konsumentow. Uwaza sig, ze sa one bezpieczne zdro-
wotnie 1 wartosciowe pod wzgledem technologicznym. Karotenoidy (prowitamina A)
sa powszechnie znane jako przeciwutleniacze. Szczegdlnie B-karoten, jako dodatek do

Mgr inz. A. Szterk, prof. dr hab. P.P. Lewicki, Katedra Inzynierii Zywnosci i Organizacji Produkcji,
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Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska
159 C, 02-776 Warszawa
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zywnosci, zyskuje na znaczeniu, zarowno dzigki swoim wlasciwosciom barwiacym,
jak 1 korzystnemu wpltywowi na zdrowie cztowieka (rys. 1). Jest on powszechnie wy-
stgpujacym karotenoidem w przyrodzie, stad mozna go uzyska¢ np. w wyniku ekstrak-
cji z marchwi lub oleju palmowego. Barwnik ten moze by¢ stosowany np. do barwie-
nia bezalkoholowych i nieklarowanych napojow, czesto o smaku owocow potudnio-
wych, poniewaz mozna uzyskac¢ barwe od jasnozottej do zotto-pomaranczowe;j [4, 5].

a- karoten / a- carotene B - karoten / B - carotene |
B AR A W

Rys. 1. Struktura a- i B-karotenu.
Fig. 1. Structure of a- and B-carotene.

Celem pracy bylo otrzymanie preparatu naturalnego o- i f-karotenu z marchwi,
a nastgpnie okreslenie stosunku a- do f-karotenu i potwierdzenie ich identyfikacji.

Material i metody badan

Preparat a- i B-karotenu otrzymywano z marchwi odmiany Kazan, pochodzace;j
z pol doswiadczalnych SGGW. Sok wyciskano z marchwi przy uzyciu slimakowe;j
sokowirdwki, wyttoki mieszano z woda 2:1 i ponownie wyciskano sok. Proces ten
powtarzano dwukrotnie, w celu jak najwigkszego wyekstrahowania barwnika. Sok
poddawano koagulacji stezonym kwasem solnym w temp. ok. 95 °C. Sedymentacjg
prowadzono w temp. bliskiej 0 °C, a koagulat odwirowywano. Nastgpnie ekstrahowa-
no z niego o- i P-karoten mieszaning ekstrakcyjna eter naftowy: aceton (1:1 v/v).
Otrzymany ekstrakt poddawano filtracji proézniowej i odwadnianiu chemicznemu
(bezwodnym siarczanem sodu). Mieszaning ekstrakcyjna odparowywano pod proznia,
nastgpnie przeprowadzano krystalizacje karotenu w temp. -20 °C. Krysztaty
o- 1 B-karotenu oddzielano na saczku bibutowym przemywajac 3-krotnie heksanem i
SUSZono prozniowo.

Analize jakoSciowa i iloSciowa otrzymanego preparatu prowadzono za pomoca
chromatografu cieczowego firmy Shimadzu z detekcja spektrofotometryczng (A = 450
nm). Rozdzial mieszaniny prowadzono w uktadzie faz odwrdconych z elucja izokra-
tyczna, stosujac acetonitryl (supergradient do HPLC) jako faze ruchoma. Preparat roz-
puszczano w fazie, a probki filtrowano. Warunki analizy: kolumna Applied Biosystems
Spheri-5 RP C-18 10 mm x 1,0 mm, 5 um; przeptyw fazy 0,12 ml/min, temp. 22 °C.
Ponadto prowadzono analiz¢ z uzyciem chromatografu cieczowego z detektorem dio-
dowym (PDA) firmy Shimadzu, otrzymujac widma UV/VIS a- i B-karotenu.
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Dodatkowo wykonywano potwierdzenie identyfikacji a- i B-karotenu na podsta-
wie widma masowego, uzyskanego technika chromatografii cieczowej sprzgzonej ze
spektrometrig mas, z jonizacja przez elektrorozpylanie (LC-ESI/MS). Do badan wyko-
rzystano LCMS-2010V firmy Shimadzu. Warunki analizy rozdziatu chromatograficz-
nego byty identyczne jak powyzej. Parametry MS z ESI(+): analiza w trybie pozytyw-
nym (tylko jony o tadunku dodatnim podlegaty analizie), napigcie detektora 1,3 kV,
zakres przemiatania 200-800 m/z, napigcie interfejsu 5 kV, temp. bloku grzejnego
w interfejsie 250 °C, napigcie CDL (curved desolvation line) 200 V, temp. CDL
300 °C, kwadrupolowy filtr mas, napigcie na Q-array: DC 50 V i RF 150 V, przeptyw
azotu rozpylajacego 1 I/min, ci$nienie podawania gazu osuszajacego 0,1 MPa.

Wiyniki i dyskusja

Stosujac opisana wyzej procedur¢ otrzymywania preparatu naturalnego
a- 1 B-karotenu, uzyskano purpurowy krystalizat, ktory przechowywano w temp. -
20 °C w szczelnie zamknigtych buteleczkach z ciemnego szkta. Obliczono, ze wydaj-
no$¢ uzyskiwania preparatu to, co najmniej 2 g a- i B-karotenu w postaci krystalicznej
z 50 kg marchwi. Analiza chromatograficzna wykazata, ze uzyskany preparat charakte-
ryzowal si¢ duza czystoscia oraz stosunkiem o- karotenu do B-karotenu 1:1,7 (przeli-
czano na podstawie stosunku po6t powierzchni pod pikiem [j.u.]) (rys. 2). W marchwi
dominuja dwa karotenoidy: a- i B-karoten, proporcje migdzy zawartoscig formy a i f3
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Rys. 2. Rozdziat chromatograficzny o- i B-karotenu, detekcja przy A =450 nm.
Fig. 2. Chromatographic separation of a- and -carotene, detection at A =450 nm.
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zaleza od odmiany oraz wielu czynnikow srodowiskowych, jednak zawsze dominuje
forma P [3, 5]. Zgodnie z danymi literaturowymi stosunek zawarto$ci o- i B-karotenu
w $wiezej marchwi wynosi zwykle ok. 1:2 [4]. Nalezy zaznaczy¢, ze a-karoten charak-
teryzuje si¢ wigksza stabilnoscia niz B-karoten, stad w uzyskanym preparacie stosunek
ten mogt ulec zmianie na korzys$¢ formy o ze wzgledu na proces otrzymywania [3].

Uzyskano charakterystyczne widma a- i B-karotenu w zakresie $wiatta widzialne-
go, przy czym forma o wykazywata maksimum absorpcji przy 445 nm, natomiast for-
ma B przy 450 nm (rys. 3) [2].
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Rys. 3. Widmo o- i f-karotenu w zakresie §wiatta widzialnego.
Fig. 3. a- and B-carotene spectra in VIS range.

Przeprowadzona analiza z wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometria mas z jonizacja przez elektrorozpylanie (LC-ESI(+)/MS) pozwolita
uzyska¢ widma a- i B-karotenu, ktore rdznity si¢ jedynie stosunkiem dwdch dominuja-
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cych jonéw. Najbardziej intensywny byl molekularny jon kationorodnikowy [M]™
(536 m/z), a nastepnie [M-CsH¢CH,]™ (444 m/z) (rys. 4). Ten ostatni jest typowym
jonem fragmentarycznym powstajacym z jonu molekularnego [M]”, przez odtaczenie
toluenu [1]. Li i wsp. [1], stosujac jonizacje przez elektorozpylanie z kwadrupolowym
tandemowym spektrometrem mas (ESI(+)/ MS-MS) z multiple reaction monitoring
(MRM), w przypadku B-karotenu otrzymali prekursorowy jon molekularny [M]"
(536 m/z) i jego jon fragmentaryczny [M-CsH¢CH,]" (444 m/z).

Irten (21 00,0007

50
] a-karoten
. 536 a-carotene
304
20
i 444
1.0
an-20e a5 an 521 371 413 52 s01 SEZSTD 611 650 539 702 TE1 705
200 280 300 380 400 450 500 550 g00 650 700 780 miz
Irten (00,000
536
5.0
B-karoten
50 [-carotene
4.0
3o 444
20
10
203
a0 230 282 3ps 333 350 a1z, basr 4sa S48 581 sos 557 B55 716 744781 79
e s et S L s Bt ey e e B Y e S o ot B o e
20001 250 300 350 4 450 500 550 £00 650 700 750 miz

Rys. 4. Widma masowe a- i -karotenu, uzyskane technikg LC-ESI(+)/MS.
Fig. 4. Mass spectra of a- and B-carotene obtained using a LC-ESI(+)/MS technique.

Wioski

1. Z 50 kg marchwi uzyskiwano przecigtnie co najmniej 2 g preparatu a- i B-karotenu
w postaci krystaliczne;j.

2. Na postawie réznych wartosci czasu retencji, a przed wszystkim uzyskanych widm
w zakresie $wiatla widzialnego oraz widm masowych zidentyfikowano a-
i B-karoten w otrzymanym preparacie.

3. Analiza chromatograficzna wykazala, ze uzyskany preparat charakteryzuje si¢
duza czystoscia i stosunkiem a-karotenu do pB-karotenu 1:1,7.
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4. Uzyskano charakterystyczne widma a- i B-karotenu w zakresie $wiatta widzialne-
go, forma o wykazywata maksimum absorpcji przy 445 nm, natomiast forma 3
przy 450 nm.

5. Przeprowadzona analiza z wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze
spektrometria mas z jonizacjg przez elektrorozpylanie, pozwolita uzyska¢ widma
a- i B-karotenu, w ktorych dominowaty jony o stosunku m/z 536 oraz 444.

Praca byta prezentowana podczas VI Konferencji Naukowej nt. ,, Nowoczesne me-
tody analityczne w zapewnieniu jakosci i bezpieczenstwa zywnosci”’, Warszawa, 6 - 7
grudnia 2007 r.
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METHOD FOR OBTAINING NATURAL o- AND g-CAROTENE
PREPARATION FROM CARROT

Summary

The objective of the study was to obtain a natural a- and B-carotene preparation from carrot. The
squeezed juice was coagulated with a concentrated hydrochloric acid at about 95 °C. The sedimentation
was carried out at a temperature close to 0 °C, and the coagulum was centrifuged. Next, a- and B-carotene
were extracted from this centrifuged coagulum using an extraction mixture: petroleum ether & acetone
(1:1 v/v). The extract produced was vacuum-filtered and chemically dehydrated. The extraction mixture
was evaporated under vacuum, and the crystallization of carotene was carried out at -20°C. The crystals of
a- and B-carotene were isolated on a filter paper by washing them with hexane; then, they were dried
under vacuum.

From the amount of 50 kg of carrot, more than 2 g of the crystal-formed a- and pB-carotene preparation
were obtained on average. The HPLC chromatographic analysis proved that the preparation produced was
characterized by high purity and by a- to B-carotene ratio being 1:1.7. Additionally, the identification of a-
and B-carotene was confirmed on the basis of UV/VIS spectra (diode array detector) and mass spectrum
obtained using a liquid chromatography coupled with mass spectrometry, and with the ionization using
electrospray (LC-ESI/MS).

Key words: o-carotene, 3-carotene, natural preparation, HPLC, HPLC-DAD, LC-ESI/MS
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