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Biologiczna warto$¢ poszczegélnych karotendéw zalezy od ich budowy
chemicznej i przestrzennej (stereoizomeria). Aktywnos$¢ poszczegbdlnych
karotendéw, jako zrédla prowitaminu A, przedstawia sie nastepujgco (3):

all-trans beta-karoten 100% (1 670 000 jedn. miedzynar./g

Neo-beta-karoten U 38%
Neo-beta-karoten B 53 %
all-trans alfa-karoten 53 %
Neo alfa-karoten U 13%
Neo alfa-karoten B 16%
all-trans y-karoten 27%

Poniewaz przewiduje sie przemystowe zastosowanie preparatow karo-
tenowych zaréwno jako barwnika, jak rowniez jako zrédia prowitaminu A
do witaminizacji produktéw spozywczych i pasz, prawdziwa wartos¢ bio-
logiczna produkowanych preparatéw posiada zasadnicze znaczenie.

O ile wysoka wartos¢ biologiczna syntetycznego beta-karotenu jest
niewgtpliwa (7), gdyz zawiera on gléwnie all-trans beta-karoten, to bar-
dziej skomplikowanie przedstawia sie sprawa w przypadku preparatow
karotenu otrzymywanych ze zrddel naturalnych (marchwi) lub na dro-
dze fermentacji.

Olejowe roztwory karotenu, wyodrebnionego z marchwi byly badane

1 Praca wykonana w Pélnocnym Instytucie Min. Rolnictwa USA w ramach
stypendium Organizacji do Spraw Zywienia i Rolnictwa (FAO) przy ONZ.

2 Niniejsze doniesienie zostalo wygloszone na rocznym zjeidzie Stowarzyszenia
Technologéw Spozywczych (Institute of Food Technologists) w Detroit, USA (kwie-
cien 1963).
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przez Grynberg i Witwickg (7), ktére stosujgc rozdziat chromatograficzny
na kolumnie z tlenkiem glinu stwierdzily, ze zawarto$¢ najaktywniejszej
biclogicznie formy all-trans beta-karotenu wynosila w badanym wy-
padku tylko okoto 8. W niniejszej pracy przeprowadzono analize pre-
paratu karotenowego otrzymanego metodg fermentacji przy pomocy sko-
jarzenych hodowli seksualnie przeciwstawnych szczepow plesni Blakeslea
trispcra NRRL 9159 (—) i NRRL 9216 (-+). Fermentacyjna metoda pro-
dukcji karotenu (6) jest obecnie najtanszg metodg produkcji prowitami-
nu A na Swiecie i z tego wzgledu stwarza szerokie mozliwosci stosowa-
nia preparatéw karotenowych przy witaminizacji produktéw spozyw-
czych i pasz.

Wiasciwa ocena wartosci biologicznej tych preparatéow odgrywa w tej
sytuacji niezmiernie wazng role.

Z tego wzgledu podjeto préby oznaczania zawartosci poszczegélnych
karotenow i stereoizomeréw beta — karotenu w preparacie karotenowym
otrzymanym wspomniang metoda fermentacji. Dla poréwnania wykonano
analcgiczne analizy praparatéw otrzymanych z marchwi: badano pre-

paraty produkeji polskiej i amerykanskiej oraz handlowy preparat karo-
tenu produkcji amerykanskiej.

Ocena metod analitycznych

W ramach pracy stosowano nastepujgce metody analityczne:

a) Oznaczanie ogblnej zawartosci karotenoidéow przeprowadzono przez
ekstrakcje preparatéw przy pcmocy eteru naftowego (t. wrze. 33—57° C)
na gorgco i nastgpny pomiar gestosci optycznej otrzymywanych roz-
tworéw karotenu przy pomocy spektrofotometru B przy diugosci fali
450 mu. Stezenie karotenu w badanych prébach bylo obliczone z krzywej
standardowej, otrzymanej przez analize roztworéw czystego all — trans
beta — karotenu (Hofmann — La Roche).

b) Oznaczanie ogdélnej zawartosci beta-karotenu wedlug AOAC (1). Me-
toda polega na adsorpcji karotenoidéw na kolumnie wypelnionej MgO
(Seasorb + Hyflo Super Cel, 2:1) i nastepnej eluacji f-karotenu przy
pomocy mieszaniny aceton — eter naftowy (1 +9).

c) Rozdzial poszczegélnych karotendéw przez adsorpcje na kolumnie
wypelnionej aktywowanym tlenkiem glinu i kolejng eluacje nastepuja-
cymi rozpuszczalnikami (2):

1) Mieszaning eter etylowy — eter naftowy w stos. 5:95
2) Mieszaning eter etylowy — eter naftowy w stos. 25:75
3) Mieszaning eter etylowy — eter naftowy w stos. 50 : 50
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Wedtug autoréw metody (Hoffmann — La Roche) poszczegélne eluaty
— frakcje winny zawiera¢ nastepujace izomery karotenu:

1) Frakcja 1: cis-beta-karoten (Neo B) i ewentualnie cis-alfa-karoten.
2) Frakcja 2: all-trans-beta-karoten i ewentualnie all-trans-alfa-karoten.
3) Frakcja 3: gamma-karoten.

d) Metoda wedlug Bickoffa (3, 5) polegajaca na adsorpcji na wodoro-
tlenku wapnia i eluacji przy pomocy 1,5% roztworu eteru p-krezylo-
metylowego w heptanie. Wymieniony rozpuszczalnik winien eluowact
poszczegblne stereoizomery beta-karotenu wedlug nastepujacej kolejnosci
Neo-beta-karoten B, all-trans beta-karoten i Neo-beta-karoten U.

Wszystkie pomiary intensywnosci zabarwienia roztworéw dokonywano
przy pomocy spektrofotometru Beckman B przy dilugosci fali 450 mjp
Czysto$¢ poszczegbélnych frakeji badano przez pomiar i wykreslenie
krzywej widma absorpcyjnego przy pomocy spektrofotometru Beckman
BD polgczonego z samopisem Sargenta. Przeprowadzone badania wy-
kazaly, ze metoda wedlug AOAC daje zawyzone wyniki, gdyz stosowany
eluat (10% acetonu w eterze naftowym) wymywa alfa-karoten wspdlnie
z beta karotenem; rozdziat tych dwéch karotenéw byl w tej metodzie nie-
mozliwy. Metoda wedlug Hoffmann — La Roche’a (stosowano tlenek
glinu produkecji firmy M. Woelm — Eschwege, Niemcy) nie dala réwniez
odpowiedniego rozdzialu. W przypadku wszystkich badanych prepara-
téw karotenowych frakcje 1 i 3 byly bezbarwne. Cis-beta-karoten (Neo B)
wystepowal we frakcji 2 wspdlnie z formg all-trans, a w przypadku
preparatow z marchwi réwniez z alfa-karotenem.

Najbardziej przydatng i dokladng metoda okazala sie polgczona ad-
sorpcja wedlug Bickoffa: a) wstepny rozdzial karotenéw na tlenku ma-
gnezu (eluacja 2% roztworem acetonu w eterze naftowym) i b) nastepny
rozdzial frakeji beta-karotenu na wodorotlenku wapnia na poszczegblne
stereoizomery.

Rozdzial karotenéw na kolumme z tlenkiem magnezu przy zastosowa-
niu 2% roztworu acetonu w eterze naftowym zachodzil bardzo dobrze.
Otrzymano frakcje o-karotenu i f-karotenu, ktérych czysto$¢ odrebnie
sprawdzono przez wykres krzywej absorpcyjnej (4) w roztworze izo-
-oktanu. Oproécz tych frakeji otrzymano w przypadku kilku preparatéw
frakcje karotenow, ktérych nie udato sie zidentyfikowaé; na kolumnie
pozostawaly niewymywalne ksantofile.

Otrzymana frakcja beta-karotenu byla nastepie rozdzielona na ko-
lumnie z tlenkiem wapnia (prod Mallincrodt Chemical Works, St. Louis,
Mo.), gdzie uzyskiwano doskonaly rozdzial stereoizomeréw Neo B i all-

4 — Zeszyty problemowe, zeszyt 53
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trans beta-karoten; czystos¢ tych frakeji sprawdzono réwniez przez wy-
kres krzywej absorpcyjnej. Nie stwierdzono obecnosci frakeji Neo
U-beta-karotenu w przypadku 4 badanych preparatéw karotenu.

Ocena preparatéw karotenowych

Stosujgc ostatecznie przyjeta metode wedlug Bickoffa przeprowadzono
analizy 5 preparatéw karotenowych: 1) preparat otrzymany metodg fer-
mentacji, 2) koagulat biatkowy z marchwi produkcji polskiej, 3) koagulat
bialkowy z marchwi produkcji amerykanskiej, 4) olejowy roztwér karo-
tenu wyodrebnionego z marchwi, produkcji amerykanskiej, oraz 5) pre-

parat karotenu roztwarzalny w wodzie, produkcji amerykanskiej, otrzy-
many na drodze syntezy.

Wyniki tych analiz ujete sg w tabelach nr 1 i 2.

, Tabela 1
Zawarto$§é! karotenéw i stereoizomeréw beta-karotenu
w réznych preparatach karotenowych
Rozdzial na MgO \ Rozdzial na Ca(OH),
Ogélna ilosé
Produkt karotenoid6w alfa beta z? ys Neo B alk- Neo U
. trans
Produkt fermentacyjny 15,4 — 13,6 0,24 0,26 0,70 12,41 —
Koagulat bialtkowy
z marchwi (polski) 12,2 2,0 825 0,16 — 081 746 —
Koagulat biatkowy
z marchwi (amery-
kanski) 20,0 3,85 12,25 0,18 - 148 981 —
Olej z marchwi
(amerykanski) 11,1 3,1 472 032 — 340 2,88 0,52¢
Preparat karotenu,
syntetyczny 23.2 — 23,20 — — 10,04 592 6,36

1 Zawarto$¢ wyrazona w mg/g produktu.

2 Frakcja wystepujgca na kolumnie z MgO jako trzecia: widmo absorpcyjne nie bylo iden-
tyczne z krzywa dla gamma — Kkarotenu.

3 Frakcja wystepujaca na kolumnie z MgO jako czwarta,

4 Widmo absorbcyjne otrzymanej frakcji nie bylo identyczne z krzywg dla Neo U beta —
karotenu.

Przeprowadzone analizy wykazaly, ze preparat karotenowy otrzymany
w procesie fermentacji nie zawiera nawet $ladéow alfa-karotenu; okolo
90% zwartych karotenoidéw, stanowi czysty beta-karoten. Duza wiekszo$¢
zawartego karotenu wystepuje w tym wypadku w formie all-trans.
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Tabela 2

Procentowa zawarto§é! poszczegblnych karotendéw i stereoizomerow beta-karotenu
w szeregu preparatéw karotenowych

Karoteny Stereoizomery beta-karotenu

Produkt

all-trans } Neo U

alfa \ beta i ’ Y Neo B

Produkt fermentacyjny — 88,3 1,56 1,69 4,54 80,6 —

Koagulat bialkowy
z marchwi (polski) 15,4 64,4 1,2 — 6,2 57,4 -

Koagulat bialtkowy
z marchwi (amery-
kanski) 19,25 61,3 0,9 — 7.4 49,1 —

Olej z marchwi
(amerykanski) 27,9 42,5 3,0 — 12,6 25,9 4,7

Preparat karotenu syn-
tetyczny — 100 — — 43 26 27

1 Ogblng zawartosé¢ karotenoidéw w poszczegédlnych preparatach przyjeto za 100%.

Wszystkie preparaty karotenowe otrzymane z marchwi zawieraty po-
wazne ilosci (do 20%) alfa-karotenu oraz wieksze ilo$ci w poréwnaniu
z preparatem ,fermentacyjnym” beta-karotenu w postaci Neo-B. Jak
juz wspomniano we wszystkich wypadkach, stwierdzono identycznose¢
frakeji alfa-karotenu (oddzielonego na tlenku magnezu) oraz frakcji
Neo-B all-trans beta-karotenu) oddzielonych na wodorotlenku wapnia),
gdyz krzywa absorpcji byla identyczna z krzywymi standardowymi (4).

Jak z przeprowadzonych badan wynika produkt fermentacyjny zawiera
gtownie (okoto 80%) karotenu o wysokiej wartosci biologicznej. Prze-
prowadzone badania réwniez dowodza, ze preparaty otrzymywane z mar-
chwi maja rzeczywiscie nizszg wartoéé¢ biologiczng niz to by sugerowaty
proste kolorymetryczne analizy chemiczne, za pomocg ktérych ozna-
czamy sumaryczng zawarto$¢é karotenéw (lub nawet karotenoidow) bez
wnikniecia w ich strukture chemiczng i przestrzenng. Handlowy preparat
karotenu (otrzymanego na drodze syntezy) wykazal zawartos¢ wylgcznie
beta-karotenu, ale — co jest niezmiernie wazne — o niekorzystnym
sktadzie stereoizomerdéw; réowniez i w tym wypadku aktywnos¢ biolo-
giczna jest powaznie zanizona.

4*
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