WPLYW ROZDROBNIENIA PROBKI NA WYDAJNOSC EKSTRAKCJI
B — KAROTENU Z KORZENIA MARCHWI

Instrukcja do ¢wiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £6dzkiego.

Przygotowata mgr Monika Osmolak i dr Kamila Borowczyk

I. Wprowadzenie

I.1. Karotenoidy

Karotenoidy sg barwnikami, pochodnymi izoprenu nalezacymi do grupy terpenoidow.
Dzielg si¢ na pomaranczowe karoteny, zbudowane wytacznie z atomow wegla i wodoru oraz
z6tte 1 pomaranczowe ksantofile, zawierajace dodatkowo atomy tlenu. Karotenoidy maja
charakterystyczng budowe. W wickszosci tych zwigzkow wystepuja dwa pierScienie
cykloheksylowe potaczone dtugim tancuchem weglowym, w ktérym wystepuja na przemian
wigzania pojedyncze 1 podwojne. Takie ulozenie wigzan tworzy uklad sprzezony, ktory
umozliwia absorbcje $wiatta. Karotenoidy wystepuja zarowno w §wiecie roslin, jaki i zwierzat
petiac zroznicowane funkcje. Niektore z tych zwiazkéw odgrywaja wazng rolg w procesie
fotosyntezy, inne za$ nadaja barwe owocom i kwiatom.

Najbardziej rozpowszechnionym w przyrodzie karotenoidem jest § — karoten (Rys. 1),
charakteryzujacy si¢ najwigkszg aktywnos$cig sposrod prowitamin A. W stanie wolnym
wystepuje w postaci Krystalicznego proszku o ciemnoczerwonym zabarwieniu. Rozpuszcza si¢
w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: chloroform, dichlorometan, heksan, a takze w
disiarczku wegla. Stabo rozpuszcza si¢ w wodzie. Absorbuje promieniowanie o dlugos$ci fali

A=449 i 475 nm (w metanolu). Widmo absorpcji B — karotenu przedstawiono na rysunku 2.

Rys. 1. Struktura chemiczna  — karotenu.
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Rys. 2. Widmo absorpcji p — karotenu.

B — karoten wykazuje aktywnos¢ przeciwutleniajgca, ktora wynika z obecnoscig wigzan
podwdjnych w jego strukturze chemicznej. Korzystnie wptywa na funkcjonowanie systemu
immunologicznego oraz zapewnia prawidlowe funkcjonowanie narzadu wzroku. Ponadto
przyczynia si¢ do redukcji liczby komoérek nowotworowych w organizmie i odgrywa istotng
role w profilaktyce przeciwmiazdzycowej, wptywajac na obnizenie stezenia cholesterolu.
Dzienna dawka B — karotenu w diecie cztowieka wynosi od 1,3 do 2,9 mg. Najbardziej
zasobnymi w B — karoten produktami pokarmowymi sg marchew, stodkie ziemniaki, czerwona

papryka, dynia, brzoskwinie, szpinak i arbuz.

1.2. Ekstrakcja

Ekstrakcja jest powszechnie stosowang technikg rozdzielania i oczyszczania
sktadnikéw mieszanin. Polega na rozpuszczeniu poszczeg6lnych substancji lub grup zwigzkow
chemicznych w odpowiednim rozpuszczalniku i oddzieleniu ich w postaci roztworu od

pozostalych sktadnikéw probki. W trakcie procesu ekstrakcji ma miejsce transport sktadnikow



z probki, nazywanej matrycg pierwotng do matrycy odbierajacej tzw. wtornej, ktora zazwyczaj
ma jednoznacznie okreslony i prosty sktad chemiczny. We wspoiczesnych technikach
ekstrakcji, jako matryce odbierajacg stosuje si¢ nie tylko ciekte rozpuszczalniki, ale takze gazy,
ciata state lub ptyny w stanie nadkrytycznym.

Wykorzystanie ekstrakcji w procedurze analitycznej pozwala na:

— izolacj¢ poszczegdlnych sktadnikoéw lub catej grupy zwigzkow z pierwotnej probki do
matrycy o prostszym skladzie, tym samym zmniejszenie interferencji innych
sktadnikéw na skutek przeniesienia do matrycy wtornej tylko wybranych zwigzkow
chemicznych,

— zatgzenie probki, czyli uzyskanie odpowiedniego stezenia analitu, umozliwiajace
zastosowanie wybranej techniki i przyrzadu pomiarowego w celu analizy ilosciowe;.

Nalezy jednak pamigtac, ze ekstrakcja, jak kazdy etap w procedurze analitycznej wigze si¢
z mozliwoscig utraty czesci analitow.

Wybdr techniki ekstrakcji zalezy przede wszystkim od stanu skupienia matrycy,
wlasciwos$ci 1 stgzenia analitu oraz wlasciwo$ci 1 stezenia substancji przeszkadzajacych.
Technike ekstrakeji nalezy dostosowa¢ do celu, czasu analizy, sposobu przygotowania probki
oraz czutosci 1 selektywnosci metody koncowego oznaczania, jesli takie jest stosowane.

Najstarszym rodzajem ekstrakcji stosowanym w analityce, a zarazem najpopularniejszg
technika izolacji analitow z probek ciektych jest ekstrakcja typu ciecz — ciecz (liquid — liquid
extraction, LLE). Polega ona na przeniesieniu substancji rozpuszczonej w jednej fazie ciektej
do drugiej fazy cieklej, niemieszajacej si¢ z pierwszg. Warunkiem prawidtowego przebiegu
tego procesu jest wystepowanie dwoch faz ciektych, ktore po zakonczeniu procesu mozna tatwo
rozdzieli¢ mechanicznie. Najprostszym sposobem ekstrakcji ciecz — ciecz jest ekstrakcja w
rozdzielaczu. Probke ciekla umieszcza si¢ w rozdzielaczu, dodaje rozpuszczalnik ekstrahujacy
1 wytrzasa recznie lub mechanicznie. Nastepnie pozostawia do rozdzielenia warstw. Ekstrakcje
powtarza si¢ wielokrotnie, a potaczone ekstrakty przemywa czysta ciecza, w ktoérej byta
rozpuszczona probka.

Kolejnym typem ekstrakcji jest ekstrakcja w uktadzie cialo state — ciecz (ang. solid
liquid extraction, SLE), ktora polega ona na wyodrebnieniu z ciala stalego sktadnika
rozpuszczajacego si¢ w odpowiednim rozpuszczalniku. Ekstrakcje za pomoca cieczy stosuje
si¢ do wydzielania substancji z materialu ros$linnego, z materiatu pochodzenia zwierzgcego oraz
z gleby 1 osadow. Ponadto ekstrakcja w uktadzie ciato state — ciecz jest czgsto stosowana do
desorpcji analitu z sorbentu stalego. Stosowane obecnie techniki ekstrakcji probek statych

cieczg mozna podzieli¢ na:



- techniki klasyczne, takie jak: ekstrakcja przez wytrzasanie oraz ekstrakcja przez
homogenizacje probki z rozpuszczalnikiem,

- techniki klasyczne wspomagane np. ultradzwickami czy promieniowaniem
mikrofalowym,

- wspotczesne  techniki  ekstrakcji, z  zastosowaniem niekonwencjonalnych
rozpuszczalnikéw oraz warunkow procesu, np. ekstrakcja ptynem w stanie
nadkrytycznym.

Klasyczne techniki ekstrakcji skutecznie wypierane sg przez modyfikowane sposoby izolacji
substancji. Stosowanie fizycznych metod wspomagajacych proces ekstrakcji, takich jak:
zwigkszanie ci$nienia ekstrahenta, stosowanie promieniowania mikrofalowego lub fal
ultradzwigkowych, zdecydowanie zwigksza wydajnos¢ ekstrakcji oraz pozwala na ograniczenie
zuzycia lotnych i szkodliwych rozpuszczalnikow.

Najprostsza technikg klasyczng jest ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie,
ktéra przy tym jest czasochtonna i1 wymagajaca duzej ilosci ekstrahenta. Probke
po rozdrobnieniu umieszcza si¢ w naczyniu, zalewa rozpuszczalnikiem i wytrzasa. Najczgsciej
probke ekstrahuje sie¢ wielokrotnie, dodajac za kazdym razem $wieza porcja rozpuszczalnika.
Uzyskane porcje ekstraktu taczy si¢, nastepnie saczy lub wiruje dla oddzielenia czastek statych
probki.

W przypadku probek biologicznych czgsto stosuje si¢ homogenizacje probki
z odpowiednim rozpuszczalnikiem. Probke zalewa si¢ odpowiednim rozpuszczalnikiem
I rozdrabnia z wykorzystaniem homogeniztora. Proces ekstrakcji zachodzi jednocze$nie
z rozdrabnianiem probki. Uzyskany homogenat nastepnie poddaje si¢ saczeniu lub czesciej
wirowaniu w celu oddzielenia nierozpuszczalnych pozostatosci. Uzyskany osad mozna podda¢
powtornej ekstrakcji. Powtarzanie tego procesu kilkoma porcjami $wiezego rozpuszczalnika
pozwala uzyska¢ wicksza wydajno$¢ ekstrakeji.

Oceny ilosciowe] procesu ekstrakcji mozna dokona¢ na podstawie wydajnoSci
ekstrakcji (%E), ktora jest stosunkiem ilosci substancji wyekstrahowanej, znajdujacej si¢
w eluencie do jej ilosci w probce wyjsciowej. Na efektywno$¢ ekstrakcji wptyw maja takie
czynniki jak: rodzaj substancji i stosowanego rozpuszczalnika, temperatura, intensywno$¢

wytrzasania oraz rozdrobnienie materiatu.



I1. Cel éwiczenia
Celem c¢wiczenia jest okreSlenie wplywu rozdrobnienia probki na efektywnos$¢

ekstrakcji B — karotenu z korzenia marchwi.

I11. Odczynniki i aparatura

111.1. Odczynniki
— B —karoten

— metanol

111.2. Aparatura
— homogenizator IKA Labortechnik T25
— waga analityczna RADWAG WPE 60
— spektrofotometr UV-VIS
— kuweta kwarcowa 1 cm
— noz,
— tarka
— szkietko zegarkowe do krojenia
— lopatka ze stali nierdzewnej
—  zlewki
— probowki zakrgcane typu ,,falcon” o pojemnosci 15 mL
— kolbki szklane o pojemnosci 10 mL
— statyw na probdwki
— pipety automatyczne 100 —1000 uL

— koncowki do pipet

V. Wymagane SrodKki ostroznosci

— W trakcie wykonywania ¢wiczenia student zobowigzany jest do noszenia odziezy
ochronnej oraz okularéw laboratoryjnych.

— Praca z rozpuszczalnikami organicznymi powinna odbywac si¢ pod wyciagiem.

— Roztwor6éw nie nalezy wdychac i pipetowac ustami.

— Szczegdlowe opisy zagrozen oraz sposoby postgpowania w przypadkach
niebezpiecznych sytuacji zawarte sg w kartach charakterystyk, obecnych w pracowni

laboratoryjne;j.



V.Wykonanie ¢wiczenia

V.1. Przygotowanie krzywej kalibracyjnej

Przygotowac seri¢ roztwordéw standardowych B — karotenu w metanolu o stezeniach
0;0,3; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 i 4,0 pg/mL. Nastepnie zmierzy¢ absorbancj¢ przygotowanych
roztworow przy dtugosci fali 449 nm.

V.2. Przygotowanie probek do ekstrakcji

FEkstrakcia przez wytrzasanie:

Pierwszg czg¢$¢ oczyszczonego i umytego korzenia marchewki pokroi¢ nozem na kawatki
wielko$ci kostki o wymiarach 0,5 cm x 0,5 cm x 0,5 cm. Nastepnie do dwoch falkonow
0 pojemnosci 15 mL odwazy¢ po 1 g pokrojonej marchewki. Przygotowane nawazki
ekstrahowac 10-krotnym nadmiarem metanolu przez 5 min. Po zakonczeniu procesu ekstrakcji
przygotowa¢ 10-krotnie rozcienczone probki w kolbach o objetosciach 10 mL. Zmierzy¢

absorbancje tak przygotowanych roztwordw przy dtugosci fali 499 nm wzgledem metanolu.

Druga cz¢$¢ oczyszczonego 1 umytego korzenia marchewki zetrze¢ na tarce na ,,duzych okach”.
Nastepnie do dwoch falkonéw o pojemnosci 15 mL odwazy¢ po 1 g startej marchewki.
Przygotowane nawazki ekstrahowa¢ 10-krotnym nadmiarem metanolu przez 5 min.
Po zakonczeniu procesu ekstrakcji przygotowac 10-krotnie rozcienczone probki w kolbach

0 objetosciach 10 mL. Zmierzy¢ absorbancje przygotowanych roztworow.

Homogenizacja:

Odwazy¢ po 2 g marchewki. Nawazki umiesci¢ w zlewkach. Doda¢ taka obj¢tos¢ metanolu,
aby otrzymac¢ 10-krotnie rozcienczony homogenat. Otrzymany homogenat odwirowaé przy
15 000 g przez 10 min. Z otrzymanego ekstraktu przygotowac 10-krotnie rozcienczone probki

w kolbach o objetosciach 10 mL. Zmierzy¢ absorbancje przygotowanych roztworow.



V1. Wykonanie sprawozdania i opracowanie wynikow
Przygotowac wstep teoretyczny.
. Wykresli¢ krzywa zaleznosci absorbancji od st¢zenia B — karotenu w probee i wyznaczy¢
roOwnanie uzyskanej krzywe;.
Wykorzystujagc réwnanie prostej kalibracyjnej, okre§lic zawartoéci B — karotenu
w przygotowanych ekstraktach.
Dla uzyskanych wartosci absorbancji 10-krotnie rozcienczonych ekstraktow wyliczy¢
warto$¢ odchylenia standardowego 1 wzglednego odchylenia standardowego.
. Wyjasni¢ w jaki sposob rozdrobnienie probki na wydajnosé procesu ekstrakcji oraz jakie

Sg tego przyczyny.

VII. Literatura
J. Namie$nik, Z. Jamrogiewicz, M. Pilaszczyk, J. Torres, Przygotowanie probek
srodowiskowych do analizy, WNT, Warszawa 2000, ISBN 83-204-2482-8.
. J.R. Dean, Extraction Techniques in Analytical Sciences, John Wiley & Sons, Newcastle
2009, ISBN 978-0-470-77285-0.
. P.Stepnowski, E. Synak, B. Szafranek, Z. Kaczynski, Techniki separacyjne, Wydawnictwo
Uniwersytetu Gdanskiego, Gdansk 2010, ISBN 978-83-7326-712-1.
M. Trés, E. Francheschi, G, Borges, C. Darival, F. Corazza, J. V. Oliveira; M. L. Corazza,
Effect of temperature on the solubility of b-carotene in organic solvents under ambient

pressure, Ciénc. Tecnol. Aliment. vol.27 no.4 Campinas Oct./Dec. 2007



