Uloha & 11 - Stanoveni obsahu Bkarotenu v dZusu
extrakéni spektrofotometrii

Princip:

Bkaroten je pfirodni barvivo chemicky patfici do skupiny tetraterpenoidi a je provitaminem vitaminu A.
Karoteny jsou nepolarni organicka barviva, rozpustna v tucich a nepolarnich rozpoustédlech. K jejich
oddéleni od matrice lze vyuzit extrakci do hexanu a intenzitu zbarveni extraktu lze pfimo mefit
spektrofotometricky proti hexanu. Ze znamé hodnoty absorpéniho koeficientu se vypocte obsah karotenu
v testovaném materialu:

CKAROTEN — (3,86 * Auso * Ve * R) /' Vy,

kde

CKAROTEN je hmotnostni koncentrace S-karotenu v mg.1"

3,86 je absorpéni koeficient Bkarotenu v hexanu pfi vinové délce 450 nm

Ayso je absorbance hexanového extraktu pii 450 nm, méfena proti hexanu v 1 cm kyveté
Vex je objem hexanového extraktu po extrakcei vzorku, v ml

R je faktor fedéni hexanového extraktu, pokud je pfili§ vysoka hodnota absorbance
V. je objem vzorku dzusu, ktery byl extrahovan hexanem, v ml

Pracovni postup

Do délici ndlevky odpipetujeme 10 ml vzorku dZusu, pfidime 30 ml vody, 1 ml 2M HCI a 10 ml
hexanu z davkovace. Nalevku zazdtkujeme, otoCime vzhiiru stopkou a uvolnime pietlak otevienim
kohoutu. Po uzavfeni kohoutu mirné zatfepeme a opét uvolnime pfetlak. Jesté jednou zopakujeme uvolnéni
pretlaku a poté s uzavienym kohoutem nalevkou intenzivné tiepeme asi 20 sekund. Oto¢ime vzhtiru zatkou,
celou nalevkou zakrouzime a postavime do stojanu.

Po oddéleni vrstev odzatkujeme nalevku a spodni (vodnou) vrstvu odpustime do kadinky (objemu
150 ml), k hexanové vrstvé pfilijeme 10 ml vody a protiepeme. Po oddéleni vrstev spodni vodnou vrstvu
spojime s pfedchozi a hexanovou vrstvu odpustime do zabrousené bani¢ky objemu 100 ml.

Vodnou vrstvu vratime zpét do délici nalevky a cely postup s 10 ml hexanu opakujeme, véetné
vyprani hexanové vrstvy vodou. Vodna vrstva opét piijde spojit s pfedchozi vodnou vrstvou, hexanova po
vyprani prijde spojit s hexanovou vrstvou z piedchozi extrakce. Poté extrakci zopakujeme jeSté dvakrat,
opé€t s 10 ml hexanu.

Po ¢tvrté extrakci nechame hexanovou vrstvu v nalevce, pfidame kni predchozi hexanové
extrakty a 40 — 50 ml vody. Protfepeme a po odd€leni fazi vodnou vrstvu odpustime do odpadu.
Hexanovou vrstvu vypustime do zabrouSené banicky, pfidame 1 1zi¢ku bezvodého siranu sodného na
vysuSeni hexanové vrstvy a intenzivné tfepeme asi 20 sekund. Poté extrakt piefiltrujeme ptes suchy
filtra¢ni papir do 50 ml odmérné banky. Siran sodny v banicce prelijeme 10 ml hexanu, zatiepeme
(vypereme zbytky extraktu ze soli) a opét prefiltrujeme do odmérné baiiky. Filtr jesté promyjeme malym
mnozstvim Cistého hexanu (pozor na pieliti objemu odmérné banky!). Poté odmérnou banku doplnime
hexanem po rysku a obsah zamichame.

Extrakt nalijeme do suché kyvety spektrofotometru, druhou naplnime ¢istym hexanem. Proméfime
na spektrofotometru absorpcni spektrum v rozsahu 380 — 540 nm a dale absorbance roztoku pii 450 nm a
477 nm.

Ze zjisténych hodnot sestrojime absorpéni kiivku (graf) a prilozime k protokolu. Z hodnot
absorbanci pfi 450 nm a 477 nm provedeme zkousku totoznosti — pomér téchto hodnot pro &isty S-karoten
je vrozmezi 1,16 — 1,18. Je-li naméfeny pomér jiny, vyextrahovaly se soudasné s [-karotenem také jina
nepolarni barviva (xanthophyly). Z absorbance pii 450 nm vypoctéte hmotnostni koncentraci S-karotenu ve
zkoumaném vzorku dZzusu a porovnejte s pfipadné deklarovanou hodnotou.

Veskeré zbytky hexanu (i extrakt po zméteni) slijte do lahve k tomu uréené! Laboratorni sklo,
které prichazi do styku s Cistou hexanovou fazi (odmérnd baiika, nlevka, kyvety) musi byt suché! Piipadné
kapky vody odstrante oplachnutim nadobi alkoholem.



