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Uvod

Ako vyplyva z vysledkov prac mnohych autorov [1—6], stanovenie f-ka-
roténu nardZa na viaceré tazkosti spésobené malou stabilitou #rans-g-karo-
ténu, izoméru, ktory sa v analyzovanom rastlinnom aj biologickom materiali
nachddza v prevaznej miere, pridom predstavuje i najvysSiu biologickta
aktivitu ako provitamin A [7]. Posobenim svetla, tepla, jédu, kyslika a vply-
vom rozliénych inych faktorov méze trans-f-karotén izomerizovat na cis-
izoméry (neo-f-karotény) [4, 5, 6, 8, 9, 10]. Cis-izoméry vykazuju pri foto-
metrickom stanoveni absorpéné maxima posunuté smerom ku krat$im vino-
vym dlzkam. Tento posun, ako aj niZSie extinkéné koeficienty vietkych
maxim vzhladom na trans-f-karotén zapriGinuji skreslenie koneénych vy-
sledkov.

Metddu stanovenia f-karoténu v rastlinnom i biologickom materiali uvadza-
ji u nds JAM—13 [11]. Tdto metéda vSak v jednotlivych fazach price ne-
spliia vidy podmienky kvantitativnej reprodukovatelnej analyzy [4, 12]. Na-
Sou tlohou bolo sledovat zmeny frans-f-karoténu, ktoré moézu podla metédy
JAM—13 [11] nastat vplyvom vySSej teploty pri zahustovani extraktu
v organickom rozpistadle, resp. pri oddestilovani eluéného roztoku po chroma-
tografickom oddelovani f-karoténu na kysliéniku hlinitom. Toto oddelovanie
je nevyhnutné najmé v pripade stanovenia, ktoré uvadza I. Klimes [12].

Experimentalna ¢ast

Pre sledovanie ti¢cinku zvysenej teploty na f-karotén sme si pripravili modelovy roztok
trans-f-karoténu. Pouzili sme synteticky trans-g-karotén, pripraveny vo Vyskumnom
ustave pre farmdciu a biochémiu v Prahe, ktory sme v désledku nejednotnosti zistenej
pocas chromatografie precistili chromatograficky na kysliéniku hlinitom [5]. Ako roz-
pustadlo sme pouzili spektrdlne éisty hexdn Merck, v ktorom podla nasich skusenosti,
ako aj podla préc inych autorov je trans-f-karotén najstabilnej$i [5, 6]. Pripraveny
Standardny roztok obsahoval v 1 ml 3,39 pg trans-f-karoténu. Jeho absorpéné spektrum
(graf 1), zistené v. 10 mm kremennej kyvete na spektrofotometri SF-4 (na ktorom sa
urobili vSetky merania), zodpoved4 tidajom L. Zechmeistra a A. Polgéra [13].

Vplyv teploty na Standardny roztok trans-g-karoténu sme sledovali tak, %e sme roztok
refluxovali v 100 ml varnej banke z hnedého skla (na zamedzenie si¢asného vplyvu
" svetla [5, 14]) na vriacom vodnom kupeli. V pravidelnych éasovych intervaloch sme po
vytemperovani roztoku na 20 °C odobrali 4 ml vzorky a na spektrofotometri premerali
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jeho absorpéné spektrum. ZvySok sme nakoniec chromatografovali na stipei kysliénika
hlinitého (aktivita I1I podla Brockmana) tak, Ze sme ako eluéné ¢inidlo pouzili petroléter
[11]. Eludt sme odparili na vodnom kupeli vyhriatom na 70—80 °C za zniZeného tlaku
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Graf 1. Absorpénd krivka trans-f-karoténu v hexéne.

pomocou vodnej vyvevy, pricom posledné 3—4 ml hexdnu sme odparili za pouzitia
kysliénika uhli¢itého.

Cely postup sledovania vplyvu teploty sme opakovali s tym rozdielom, Ze sme pokus
vykonali v anaerébnorm prostredi (atmosféra kysliénika uhliitého), ¢im sme sa snazili
odstrénit vplyv kyslika zo vzduchu na sledovany #rans-g-karotén.

B-Karotén byva pri neopatrnom oddestilovani rozpustadla lokédlne prehriaty na teplotu
vyssiu, ako je bod varu rozpustadla, ¢o moéze mat velmi nepriaznivy vplyv na stabilitu
analyzovaného f-karoténu. Tuto skutoénost sme sa pokusili overit tak, Ze sme na vriacom
vodnom kupeli oddestilovali 5 ml Standardného roztoku ¢rans-f-karoténu. Po odparen{
poslednej kvapky rozpustadla sme banku nechali na vodnom kupeli 1 minttu, dalSie
potom vZdy dvojndsobnti dobu. Vzorky sme rozpustili v hexdne a premerali extinkeiu
pri vinovych dizkach, ktoré zodpovedajii maximdm absorpeie vo viditelnej éasti spektra
trans-f-karoténu (452 my a 478 my): “Vzorku, ktord bola na vodnom kupeli najdihsie
(16 mintt), rozpustili sme v hexdne, premerali celé absorpéné spektrum a na stipei
kysliénika hlinitého (aktivita III) oddelili petroléterom intenzivny 21ty pds f-karoténu
[11]. Tento sme po oddestilovani rozpustadla rozpustili postupom, ktory sme uz uviedli,
a znova sme premerali celé absorpéné spektrum.

Vysledky a diskusia

Pri sledovani vplyvu dizky refluxovania hexdnového roztoku trans-p-karo-
ténu na jeho stabilitu sme prisli k poznatku, Ze pri spektrofotometrickom
hodnoteni uZ po 20 minttach javil priebeh krivky maly pokles vo vietkych
troch maximach [15] a vykazoval pomalé vytviranie nového maxima pri
340 mp. Pozorovali sme aj pomaly posun maxim smerom ku krat$im vinovym
dizkam, takse po 6smich hodindch mal rozteck maximé pri 270—274 my,
cts-maximum pri 339—440 my, hlavné maximum pri 449 my a dalSie pri
476 my. Krivka @ na grafe 2 uddva priebeh absorpénej krivky Standardného
roztoku trans-f-karoténu a krivka b priebeh po osemhodinovom vare pod
spatnym chladiéom na vriacom vodnom kupeli. Uvddzame len tieto dve
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extrémne hodnoty, pretoZe nakreslenim vSetkych absorpénych kriviek by sa
stal graf neprehladny. Vztah medzi poklesom absorpéného maxima pri 452
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Graf 2. Absorpénd krivka Standardného roztoku trans-f-karoténu v hexdne (a) a toho
istého roztoku po osemhodinovom refluxe (b).

my a tvorbou cis-maxima (340 mp) je vyjadreny na grafe 3, z ktorého mozno
zistif, Ze pokles hlavného maxima bol 11,4 9.
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Graf 3. Vztah medzi poklesom absorpéného maxima trans-f-karoténu pri 449—452 mu
a tvorbou cis-maxima (339—340 my).

Pri chromatografii na kysliénfku hlinitom {11] sa 8 hodin refluxovany roztok
choval ako jednotnd latka (vzniknuté neo-f-karotény sa mneoddelili). Po
opidtovnom premerani svetelnej absorpcie roztoku mala krivka ten isty prie-
beh, len bola o 8,4 9, niz8ia, éo podla naSich predchadzajtcich vysledkov
[5], ako aj podla priace I. KlimeSa [12] stvisi so stratami vzniknutymi
adsorpciou na kysliénik hlinity. Porovnanim krivky p-karoténu v hexane
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refluxovanom osem hodin s absorpénou krivkou hexanového roztoku trans-
B-karoténu, na ktory sa pésobilo jédom [13],moZno povedat, %e priebeh obi-
dvoch kriviek je zhodny. Rozdiel je len v stupni izomerizacie, pretoZe extinkcie
pri vietkych maximach javili pokles asi 30 %,. Na zaklade ddajov uvedenych
autorov mozno tvrdit, Ze po izomerizacii pdsobenim varu hexanového roztoku
vznikd prevaine neo-f-karotén U a v menSej miere neo-f-karotén B.

Po zopakovani celého procesu v anaerébnom prostredi (atmosféra kysliéni-
ka uhligitého) nepozorovali sme nijaké zmeny v charaktere priebehu absorp-
énych krivick zistenych pri refluxovani Standardného roztoku za pristupu
vzduchu. To nis vedie k domnienke, Ze na izomerizaciu frans-f-karoténu
v hexdnovom roztoku pésobenim varu nemd podstatny vplyv pritomnost
vzduchu.

Ako moZno zistit z vysledkov nafich dalSich pokusov, velmi nepriaznivy
vplyv na frans-f-karotén ma zvySena teplota po oddestilovani rozputstadla.
Pri teplote varu vodného kupela v priebehu 16 minit zniZila sa priepustnost
v absorpénom maxime pri 452 my az o 13 9, (graf 4). Ako je vSak zrejmé

100,

90 ——]

80 st

70 £

0 min, 5 10 15 00 400 500 my
‘Graf 4. Zavislost obsahu trans-f-karoténu  Graf 5. Absorpéné krivky trans-f-karoténu
od doby zahrievania po oddestilovani roz- maximalne rozloZeného vplyvom teploty po

pustadla. oddestilovani rozpustadla () a toho istého
roztoku chromatograficky rozdeleného (b).

z priebehu krivky, vz aj doba 1 min. zapriéifiuje podstatné zniZenie maxima.
Prisledovani priebehu absorpénej krivky maximalne zahrievaného trens-3-karo-
ténu bez rozpustadla (graf 5, krivka a) pozorovali sme zvySeni absorpciu
svetla v ultrafialovej asti spektra do 300 mu. Této absorpcia prekryva maxi-
mum #rans-p-karoténu v ultrafialovej dasti spektra. Ako sa ukazalo po chroma-
tografii tohto roztoku, ide o rozkladné produkty g-karoténu, ktoré mozno pri
chromatografickom oddelovani na kysliéniku hlinitom od p-karoténu od-
delit. Krivka b na grafe 5 uddva priebeh krivky toho istého roztoku po chroma-
tografii. Z priebehu krivky vidiet, ze znovu nastal posun jednotlivych maxim
smerom ku krat$im vinovym dizkam a vzniklo nové maximum pri 332—335 my,
ktoré je charakteristické pre cis-izoméry [4, 6, 9, 15]. Uvedené vysledky
sveddia o velmi nepriaznivom vplyve vySSej teploty po oddestilovani roz-
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puastadla na trans-p-karotén, ¢o mé za nasleddk nielen intenzivnu izomerizéciu,
ale aj rozklad.

Na zdklade zistenych vysledkov mézeme odporudat pri stanoveni f-karo-
ténu brat do uvahy spdsob oddestilovania roztoku, ktory sme opisali v ex-
perimentdlnej dasti za pouzitia 70—80 °C teplého vodného kiipela a odparenia
poslednej dasti rozpustadla pomocou kysliénika uhli¢itého. Takymto spésobom
sme sa ani v jednom pripade nestretli s izomerizaciou, ani s rozkladom
trans-p-karoténu. Ziskané hodnoty su lahko reprodukovatelné pri nizkom roz-
ptyle vysledkov, do vyplyva zo Statistického vyhodnotenia pomocou smerodaj-
nej odchylky [16]. Variaény koeficient z 10 paralelnych stanoveni bol 0,34 9,
pri 99,7 9, spit ziskaného trans-p-karoténu.

Dakujem wnZ. M. GaZovi, kand. chem. vied, z Biochemického oddelenia Viyskumného
dstavu pre chov hydiny CSAPV za cenné rady.

Sahrn

Sledovali sa zmeny trans-f-karoténu v hexdnovom roztoku, zapri¢inené
varom. Je zndme, Ze dochddza k izomerizdcii za vzniku cis-izomérov, o sa
pri spektrofotometrickom stanoveni prejavuje niz$imi extinkénymi hodnota-
mi. Pri oddestilovani rozptstadla na vriacom vodnom kupeli dochédza k rych-
lej izomerizacii {rans-f-karoténu a dGiastoéne k jeho rozkladu. Zistilo sa, Ze
podstatny dbytok trans-p-karoténu nenastdva, ak sa destilacia uskutoénuje
pri teplote vodného kupela 70—80 °C za zniZeného tlaku a ak sa posledné
3—4 ml rozpustadla odstrania pridom kysliénika uhli¢itého.

CIEKTPOOOTOMETPUYECKOE M3YUEHUE U3OMEPU3ALU
TPAHC-8-RAPOTEHA B TEYEHNN OIPEINEJEHNMA

BJAVMAHNE TEMIIEPATYPLI
BJIAJMMUP IIPHHIEP

Rageipa agamutuiecroii xaMun MapMaleBTHUCCKOTO ParyIbTETa
YrnBepcuTeta mMeny Romenckoro B Bpartuciase

BniBo;(nI

Mur uccnejloBasl M3MEHCHMsI TpaHc-f-KapoTeHA B I'CKCAll0OBOM PAcTBOPE, BLI3BAHHLIE
KkunsaueHueM. 1[3BecTHO, YTO HpPH 3TOM HACTYLACT M30MEPH3AlMs, IPM YeM IOSTYYaloTc st
LUHC-M30MEPDI, YTO 1IPOSIBJACTCS IPH CICKTPOQOTOMCTPUYCCKOM OMNpEJeIeHHM HHCIIIMM
OKCTHHKIMOHHLIMII 3HaveHHsaMH. IIpn OoTUICTHIIIMPOBAHHM PACTBOPUTENA HA KHILATICI
Bo;1101f OaHe HacTymaeT OBICTpas M30MCPU3AlMA TpaHC-f-KapoTeHa M HACTAET €ro YacTHYHOe
paasioskenne. Mpl OOHApYMKMAIM, 9TO K 3HAUMTEJLHOMY YOBITRY TpaHc-f-KapoTeHa HC JI0-
XOJ(UT, €CIH JUCTHU/IIANASA IPOBOMUTCS HPH TeMmeparype Bopuoii Gamm 70—80° mpu mno-
ITHKEHHOM JIABJICHMIL I KOIJa IOCJIC/HHC 3—4 M. PACTBOPHTENsI YRAIAKTCA CTPYCH
YIVICKHCJIOTO TI'asa.

IMoctynuao B pejarumio 24. 11. 1959 r.
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SPEKTROPHOTOMETRISCHES STUDIUM DER ISOMERISATION
VON TRANS-8-CAROTIN WAHREND DER BESTIMMUNG

EINFLUSS DER TEMPERATUR

VLADIMIR SPRINGER

Lehrstuhl fiir analytische Chemie der Pharmazeutischen Fakultét
an der Komensky-Universitét in Bratislava

Zusammenfassung

Der Autor beobachtete die Verdnderungen von trans-g-Carotin in einer Hexanlésung,
verursacht durch das Sieden. Es ist bekannt, dass es zu einer Isomerisation unter Ent-
stehung der cis-Isomeren kommt, was bei der spektrophotometrischen Bestimmung
durch niedrigere Extinktionswerte zum Ausdruck kommt. Beim Abdestillieren des
Losungsmittels auf einem siedenden Wasserbade kommt es zu einer raschen Isome-
risation des frans-f-Carotins und teilweise zu dessen Zersetzung. Der Autor stellte fest,
dass eine wesentliche Abnahme des trans-f-Carotins dann nicht eintritt, wenn die Destil-
lation bei einer Temperatur des Wasserbads von 70—80 °C unter vermindertem Druck
vorgenommen wird und die letzten 3—4 ml des Losungsmittels durch einen Kohlendi-
oxydstrom entfernt werden.

In die Redaktion eingelangt den 24. 11. 1959
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