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ABSTRAKT: W niniejszej pracy dokonano oznaczenia zawartosci p-karotenu, zwigzku z grupy karotenoidéw
bedacego substancja barwna absorbujaca $wiatlo o dtugosci fali 450 nm w produktach spozywczych. Do badania
wykorzystano spektrofotometrie UV - VIS, a analizowane produkty stanowily: marchewka, batat, papryka, dynia
oraz produkt dla dzieci ,Pierwsza marchewka” marki HIPP. Na podstawie charakteru substancji badanej jako
rozpuszczalnik do ekstrakcji wybrano aceton. W artykule przedstawiono przebieg procesu analitycznego od
przygotowania roztworéw wzorcowych, krzywej kalibracji i prébek poprzez oznaczanie ich oraz analize
uzyskanych wynikéw i odniesienie ich do zZrédel literaturowych. Zawarto$¢ p-karotenu w badanych produktach
wykazala znaczng réznorodno$é: w marchewce stwierdzono od 62.22 mg/100 g, w batacie okoto 11.10 mg/100 g,
w papryce 64.60 mg/100 g, natomiast w dyni wynosila ona 2.18 mg/100 g. W przypadku produktu dla dzieci
»Pierwsza marchewka” marki HIPP stezenie B-karotenu wyniosto 96.67 mg/100 g, co czyni go warto$ciowym
Zrédlem tego zwigzku w diecie najmtodszych.

ABSTRACT: In this study, B-carotene, a compound from the carotenoid group that serves as a pigment absorbing
light at a wavelength of 450 nm, was determined. UV-VIS spectrophotometry was employed for the analysis, and
the selected food products examined included carrot, sweet potato, bell pepper, pumpkin, and the infant food
product "First Carrot” by the HIPP brand. Given the properties of the analysed substance, acetone was chosen as
the solvent for extraction. The article presents the process starting from the preparation of standard solutions,
calibration curves, and samples, through their analysis and determination, followed by an examination of the
obtained results and their comparison with relevant literature sources. The content of B-carotene in the studied
products showed significant variability: in carrots, it was found to be 62.22 mg/100 g, in sweet potatoes
approximately 11.10 mg/100 g, in bell peppers 64.60 mg/100 g, while in pumpkin it measured 2.18 mg/100 g. For
the children's product "First Carrot" by HIPP, the concentration of B-carotene reached 96.67 mg/100 g, making it
a valuable source of this compound in the diet of the youngest children.

Slowa kluczowe: B-karoten, spektrofotometria UV - VIS, aceton, ekstrakcja

1. Wstep

B-karoten nalezy do grupy karotenoid6éw, czyli zwigzkéw organicznych, ktdére jako barwniki nadaja
charakterystyczne ubarwienie. Karotenoidy to naturalnie pigmenty wystepujace w roSlinach,
grzybach, algach czy bakteriach. W przyrodzie odnaleZz¢ mozna ponad 650 réznych rodzajow
karotenoidéw, w tym do 100 obecnych w diecie czlowieka. Ludzie nie syntetyzuja jednak
karotenoidow - konieczne jest dostarczanie ich w zywnosci lub poprzez suplementacje [1].

B-karoten jest zwigzkiem rozpuszczalnym w ttuszczach, ktory zawiera 40 atomow wegla, sprzezone
wigzania podwdjne i dwa pierscienie B-jonowe (Rysunek 1) [2].
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Rysunek 1. Wz6r strukturalny pB-karotenu. Zrédlo [3].

B-karoten to substancja barwna, ktéra absorbuje Swiatlo o dlugosci fali 450 nm. Wystepuje
W postaci czerwonego, czerwonobrunatnego, a nawet fioletowego krystalicznego proszku.
W wiekszos$ci produktéw spozywczych wystepuje naturalnie w formie trans, jednak forma cis jest
rowniez obecna w zywno$ci. Trans-p-karoten w latwy sposob ulega termicznemu i chemicznemu
utlenianiu oraz izomeryzacji, jest tez wrazliwy na Swiatlo i wysoka temperature w procesie
przechowywania i przetwarzania. W organizmie czlowieka pB-karoten latwo utleniania sie do dwoch
czasteczek retinalu, a nastepnie zostaje zredukowany do retinolu, czyli biologicznie aktywnej formy
witaminy A. Pozostala ilo$¢ nieprzeksztalconego B-karotenu i estréw retinalu jest wydzielana do limfy,
i nastepnie transportowana do watroby [4].

Jest jednym z najszerzej badanych z karotenoidow w ludzkiej diecie, krwi czy tkankach, poniewaz
posiada najwyzsza aktywno$¢ prowitaminy A. Ze wzgledu na wysoka bioaktywnos¢ jest réwniez
szeroko stosowany w medycynie. Jego niedobdr moze powodowac problemy ze wzrokiem takie jak
kseroftalmia czyli zespd! suchego oka, czy kurza $lepote. Do innych objawdw nalezg pogorszenie sie
stanu skory, paznokci i wloséw. B-karoten jako prowitamina A angazuje sie w proces rozwoju
embrionalnego oraz przyczynia si¢ do prawidlowego funkcjonowania ukladu odpornosciowego. Ma
réowniez wlasciwosci przeciwutleniajace [5].

Nie tylko bioaktywno$¢ B-karoten sprawia, ze jest on cennym dodatkiem do zywnosci, jego
znaczenie przemystowe wynika rowniez z faktu, iz posiada on wlasciwos$ci barwigce — jest stosowany
jako czerwono-pomaranczowy pigment wykorzystywany np. w napojach o smaku tropikalnych
owocOw. Najlepszym Zrddlem omawianej substancji jest marchewka (8-10 mg/100 g), szpinak
(5 mg/100g), rukiew wodna (6 mg/100 g), jarmuz (5 mg/100 g) oraz natka pietruszki (5.5 mg/100 g).
Ponadto mozna ja tez znalez¢ w dyni, batatach (6.5 mg/100 g), papryce (3.5 mg/100 g), pomidorach czy
owocach takich jak malina, boréwka i arbuz [6].

Karotenoidy, takie jak p-karoten, mozna analizowaé¢ za pomoca réznych metod, gldwnie
spektroskopowych (np. Spektroskopia Ramana i UV-Vis) oraz chromatograficznych, w tym TLC, HPLC
i chromatografii gazowej. W pierwszej z wymienionych metod, analizie podlega sposéb w jaki
substancje oddzialuja z promieniowaniem elektromagnetycznym. Badanie polega na analizie
absorpcji, emisji, rozpraszania lub odbicia $wiatla (lub innego rodzaju promieniowania) przez
substancje. Technika ta dostarcza informacji o skladzie chemicznym i wlasciwosciach badanej probki
oraz umozliwia zaréwno identyfikacje zwigzkéw chemicznych, jak i iloSciowe oznaczenie ich
zawartosci. Metody spektroskopowe wyrozniajg poszczegolne rodzaje spektroskopii w zaleznosci od
sposobu dzialania. Glowne rodzaje spektroskopii wykorzystywane do analizy [B-karotenu to:
spektroskopia absorpcyjna UV-Vis polegajaca na pomiarze iloSci $wiatla pochlonietego przez
substancje w zakresie ultrafioletu i widzialnym oraz spektroskopia Ramana, ktéra wykorzystuje
rozpraszanie Swiatla w celu badania drgan molekularnych struktury chemicznej. Szczeg6lng zaleta
drugiego rodzaju jest mozliwos$¢ pomiaru préobek w roznych stanach skupienia, w przeciwienstwie do
spektroskopii absorpcyjnej UV-Vis, gdzie analizie mozemy podda¢ wylacznie prébki ciekle [7].
Chromatografia to z kolei metoda sluzaca do rozdzielania i analizy skladnikéw mieszanin
chemicznych, polegajaca na réznicach w ich zdolno$ci przemieszczania sie miedzy dwoma fazami:
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stacjonarng i ruchomg. Kazdy sktadnik mieszaniny oddzialuje z fazg stacjonarng w inny sposob, co
skutkuje roznicami w szybko$ci ich migracji, umozliwia to ich rozdzielenie, identyfikacje i oznaczenie
iloSciowe. Do analizy p-karotenu wykorzystywane sa trzy rodzaje chromatografii: TLC
(chromatografia cienkowarstwowa, gdzie mieszanine nanosi sie na cienka warstwe adsorbentu na
plytce a nastepnie faza ruchoma migruje wzdluz plytki, rozdzielajac skladniki), HPLC
(wysokosprawna chromatografia cieczowa, technika, w ktorej ciecz pod wysokim ci$nieniem
przepltywa przez kolumna wypelniona faza stacjonarng) oraz chromatografia gazowa, gdzie gaz
stanowi faze ruchoma [8].

Zdecydowana przewaga metod spektroskopowych nad metodami chromatograficznymi
w oznaczaniu zawarto$ci B-karotenu jest niski koszt analiz oraz odczynnikow, szybkosc¢
przeprowadzenia pomiaru i prostota procesu [9]. Mnogo$¢ zalet spektrofotometrii oraz jej
zdecydowana przewaga nad metodami chromatograficznymi przewazyly nad wyborem tej wlasnie
metody do przeprowadzenia oznaczenia zawarto$ci p-karotenu w wybranych produktach
spozywczych.

W pracy przedstawiono proces przygotowania probek, ekstrakcji substancji badanej oraz
wyznaczenie zakresu liniowosci dla dobranej uprzednio metody kalibracji — krzywej wzorcowej.
Wytypowano dlugos¢ fali, przy ktérej oznaczenia bedq najdokladniejsze oraz dokonano przy niej
oznaczenia B-karotenu w przygotowanych probkach — marchewce, papryce, batacie, dyni oraz
produkcie dla dzieci ,,Pierwsza marchewka” marki HIPP.

2. Cze$¢ doswiadczalna

2.1. Odczynniki i sprzet
2.1.1. Odczynniki

B -karoten firmy Sigma-Aldrich, wzér sumaryczny: C4Hss, masa molowa: 536.87 g/mol, czystos¢ na
poziomie 93%, syntetyczny czerwony proszek, stabilny chemicznie w temperaturze pokojowej [10].
Aceton do HPLC firmy Avantor Performance Materials Poland S. A. Wz4r sumaryczny: CsHgO, masa
molowa: 58.09 g/mol, bezbarwna, wysoce latwopalna ciecz, moze powodowac podraznienia oczu oraz
uczucie sennos$ci lub zawroty glowy [11].

2.1.2. Sprzet laboratoryjny

Celem rozdrobnienia i homogenizacji warzyw uzyto blender kuchenny marki Braun, model Multi
Quick 9 MQ9147X o maksymalnej mocy 1200 W i mechaniczno-plynnej regulacji obrotéw. Proces
nawazania przeprowadzono na wadze analitycznej RADWAG AS 110/X z dokladnos$cig pomiarowa do
0.001 g.

Roztwdér wzorcowy B-karotenu o stezeniu 0.2 g/l przygotowano poprzez rozpuszczenie
odpowiedniej nawazki w kolbce o pojemnosci 50 cm? oraz dopelnienie kolbki do kreski za pomoca
acetonu. Roztwory kalibracyjne przygotowano w dniu pomiaru poprzez odpowiednie rozcienczenie
roztworu wzorcowego w kolbkach o pojemnosci 10 ml.

Celem intensyfikacji procesu ekstrakcji f-karotenu wykorzystano wytrzasarke laboratoryjna typu
358S firmy Elpan. Z kolei oddzielenie roztworu znad osadu wykorzystano wiréwke laboratoryjng
MPW-260 firmy MPW MED. INSTRUMENTS.

Do spektrofotometrycznego oznaczenia beta-karotenu w przygotowanych prébkach wykorzystano
spektrofotometr jednowiazkowy Lambda XLS firmy PerkinElmer. W celu uzyskania
najdokladniejszych wynikéw, oznaczen dokonano w kuwetach kwarcowych o szerokosci 10 mm.

Szklo laboratoryjne przed pomiarami oczyszczono z uzyciem detergentu oraz biezacej wody.
Nastepnie dwukrotnie przeplukano woda destylowang w celu usuniecia resztek detergentu. Ze
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wzgledu na wrazliwo$¢ B-karotenu na promieniowanie sloneczne, zastosowano szkto bursztynowe,
ktdére pozwoli ograniczy¢ ekspozycje probek na ten czynnik.

2.2. Przygotowanie probek do analizy

Produkty o wysokiej zawartosci beta-karotenu to gtdwnie warzywa i owoce koloru zéltego lub
pomaranczowego. Szczegolnie duze ilosci znajduja sie w marchwi, batatach, dyni oraz papryce, co
pozwolilo wytypowaé te warzywa jako przedmiot analizy. Wybdr uzasadnia réwniez prostota
ekstrakcji B-karotenu z ich matrycy, ktéra mozna przeprowadzi¢ z wykorzystaniem rdéznych
rozpuszczalnikdw organicznych.

Rysunek 2. Produkty wybrane do analizy. Zrédlo wlasne.

Przedmiotem badania byly warzywa: marchewka, papryka, batat, dynia oraz produkt marki Hipp
przeznaczony dla dzieci ,,Pierwsza marchewka”. Przed przystgpieniem do analizy surowe warzywa —
marchewke, batat, papryke i dynie umyto pod strumieniem biezgcej wody wodociagowej, a nastepnie
obrano ze skdrki. Nastepnie podzielono je na mniejsze kawalki za pomoca noza, po czym
rozdrobniono wykorzystujac do tego blender kuchenny do momentu uzyskania w miare mozliwej
gladkiej postaci. Nawazki kazdego badanego warzywa, odpowiadajace masie 1 g, odwazono
precyzyjnie za pomoca wagi analitycznej, przeniesiono iloSciowo do probéwek polipropylenowych
o pojemnosci 7 ml. Celem okreslenia powtarzalno$ci oznaczenia dla kazdej analizowanej probki
przygotowano trzy powtorzenia.

2.2.1. Ekstrakcja

Kolejnym krokiem przygotowania probek do analizy jest ekstrakcja. Jest to proces, ktéry polega na
wyodrebnieniu zadanego skladnika lub skladnikéw z ciala stalego lub cieczy wykorzystujac metode
dyfuzji, do cieczy ktéra lepiej rozpuszcza te zwigzki. Ze wzgledu na mnogos$¢ i réznorodnosé
produktow spozywczych zawierajacych p-karoten nie zostala okreslona standardowa procedura jego
ekstrakcji. Wiekszos$¢ tych metod skupia sie jednak na ekstrakcji ciecz-ciecz lub ciecz-cialo stale.
Rodzaj ekstrakcji dobierany jest z uwzglednieniem badanego materialu. Ze wzgledu na charakter
ekstrahowanych substancji oraz zawarto$¢ wody w produktach spozywczych sa to rozpuszczalniki
w wiekszos$ci organiczne [12].

Ekstrakcje B-karotenu z analizowanych produktow spozywczych przeprowadzono poprzez
wprowadzenie do kazdej nawazki po 5 cm3 acetonu, a nastepnie poddano procesowi wytrzasania
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przez 30 min. Po tym czasie probki odwirowano z predkoscig 13.5 tys. rpm przez 15 minut. Po
zakonczeniu wirowania ostroznie zebrano ciecz znad osadu za pomocg pipety automatycznej
iprzeniesiono ja do probowek ze szkla bursztynowego. Nastepnie procedure ekstrakcyjng
powtdrzono, celem maksymalnego zwiekszenia wydajnos$¢ ekstrakcji B-karotenu. Otrzymane
w dwoch etapach ekstrakty polaczono. Dodatkowo dla probek papryki, marchewki oraz przecieru
dokonano ich 40-krotnego rozcienczenia.

2.3. Wyznaczenie analitycznej dtugosci fali Amax

Absorpcja Swiatla przez substancje jest zmienna w zaleznosci od diugosci fali, wykazuje jedno lub
kilka charakterystycznych maksiméw w okre$lonych punktach na spektrum. Krzywa, ktéra
przedstawia jak zmienia sie absorpcja w zalezno$ci od dlugosci fali nazywana jest krzywa absorpcji.
Z kolei Amax to dtugo$¢ fali, przy ktérej probka absorbuje najwiecej $wiatla.

Amax Wyznaczono doswiadczalnie poprzez analize roztworu kalibracyjnego o stezeniu 10 mg/l,
a nastepnie na podstawie uzyskanych wynikéw i krzywej absorpcji wytypowano dlugosc¢ fali, przy
ktorej absorbancja osigga maksymalng warto$¢ (Rysunek 3). Pomiary wykonywane przy Amax cechuja
sie najwieksza dokladnoscia i czuloscia.
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Rysunek 3. Krzywa absorpcji roztworu p-karotenu w acetonie o stezeniu 10 mg/l, z wyznaczonym Amax.
Zrodlo wlasne.

2.4. Metodyka pomiaru

W celu wyznaczenia zaleznos$ci kalibracyjnej dla B-karoten nalezy przygotowac serie roztworéw
wzorcowych poprzez pobranie za pomoca pipety automatycznej odpowiedniej ilo$ci roztworu
wzorcowego o stezeniu 200 mg/l i polaczenie z rozpuszczalnikiem w postaci acetonu.

Na potrzeby projektu wybrano metode kalibracji oparta na serii roztworéw wzorcowych, dla
ktorych zmierzono absorbancje. Kazdy roztwor [ -karotenu w acetonie zostat poddany trzykrotnemu
pomiarowi przy diugosci fali rownej 454 nm, a uzyskane $rednie wartos$ci absorbancji zestawiono
w tabeli.
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Tabela 1. Wartosci absorbancji dla roztworéw wzorcowych B -karotenu.

Stezenie wzorca [mg/1] Absorbancja [-] Absorbancja $rednia [-] + SD

0.010

0.1 0.008 0.008 + 0.002
0.007
0.048

0.5 0.047 0.048 + 0.001
0.048
0.094

1.0 0.091 0.093 + 0.002
0.094
0.134

1.5 0.129 0.131 + 0.003
0.131
0.173

2.0 0.173 0.173 + 0.001
0.174
0.211

2.5 0.208 0.208 + 0.003
0.206
0.423

5.0 0.419 0.420 + 0.002
0.419
0.599

7.0 0.603 0.601 + 0.002
0.600
0.768

9.0 0.767 0.767 + 0.001
0.767
0.844

10.0 0.84 0.843 + 0.003
0.846

W programie Excel sporzadzono wykres krzywej kalibracyjnej, ktora przedstawia zalezno$c¢
miedzy absorbancja, a stezeniem (Rysunek 4). Przy uzyciu metody najmniejszych kwadratow
opracowano funkcje kalibracyjna w postaci:

y=hbx+a 1

gdzie:

y — absorbancja [-],

X — stezenie [mg/l],

b — nachylenie [mg/1],
a —wyraz wolny [-].
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Rysunek 4. Wykres krzywej kalibracyjnej wzorca pB-karotenu dla A= 454 nm.

Jak wynika z otrzymanych danych metoda jest liniowa w calym zakresie badanych stezen (od 0 do
10 mg/D).

3. Wyniki i dyskusja

W celu ustalenia zawartos$ci f-karotenu w badanych produktach przeprowadzono seri¢ pomiaréw
spektrofotometrycznych roztworéw przy wybranej uprzednio dlugosci fali Amax. Dla kazdego
z produktéw wykonano trzy pomiary wartosci absorbancji. Nastepnie korzystajac z wyznaczonej
wczes$niej funkcji kalibracyjnej dokonano jej przeksztalcenia do postaci funkcji analitycznej, z ktorej
mozliwe jest obliczenie stezenia analitu w badanej prébce. Postac¢ ogélna funkcji analitycznej:

x=ybi 2)

Na podstawie uzyskanych pomiaréw absorbancji dla badanych substancji oraz wyznaczonej
funkcji analitycznej wyznaczono $rednie stezenie B-karotenu w roztworach. Nastepnie uwzgledniajac
objeto$¢ rozpuszczalnika uzytego do ekstrakcji, mase nawazki oraz zastosowane rozcienczenie
przeliczono zawarto$¢ B-karotenu na 100 g produktu badanego (Tabela 2).

Tabela 2. Stezenie B-karotenu w analizowanych prébkach zywnosci.

Substancja badana Stezenie Srednie [mg/1] + Zawartos¢ [mg/100g]
odchylenie
Dynia 2.18 £ 0.02 2.18
Batat 11.10 + 0.03 11.10
Papryka 1.62 +0.02 64.60
»Pierwsza marchewka” Hipp 2.42 +0.05 96.67
Marchewka 1.56 + 0.03 62.22

Dokonujgc analizy uzyskanych wynikdw mozna zauwazy¢, iz najwieksza ilos¢ B-karotenu udalo sie
oznaczy¢ w stoiczku ,Pierwsza marchewka” marki Hipp (96.67 mg/100 g produktu). Podobne,
stosunkowo wysokie wyniki uzyskano dla marchewki oraz papryki (kolejno 62.22 mgi64.60 mg /100 g
produktu). Z kolei najmniej poszukiwanej substancji znajdowalo sie w dyni (2.18 mg/100 g produktu).
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Znaczna rozbiezno$¢ pomiedzy danymi literaturowymi przedstawionymi w rozdziale 1,
a wynikami uzyskanymi podczas przeprowadzonego doswiadczenia moze sugerowac, ze metoda ta
nie jest specyficzna. Podczas ekstrakcji moglo dojs¢ do wyekstrahowania innego skladnika, ktory
powoduje absorbcje promieniowania w podobnym zakresie co B-karoten co prowadzi do zwiekszenia
wartosci odczytanej absorbancji zgodnie z prawem addytywnosci. Rozbieznos$ci miedzy wynikami
moga rowniez wynikac¢ z roznorodnych czynnikéw wplywajacych na jego poziom w produktach.
Zawarto$¢ B -karotenu zalezy m.in. od pochodzenia surowcéw, ich gatunku czy odmiany, warunkoéw,
w jakich dojrzewaly, takich jak naslonecznienie, temperatura czy dostep do skladnikdw odzywczych
w glebie, co moze prowadzi¢ do naturalnych réznic w wynikach analiz. Do dokladnego poréwnania
konieczne wiec byloby poznanie zrodla upraw produktéw wykorzystanych zaréwno do badan
w przedstawionej literaturze jak i tych wykorzystanych do badania w przedstawionym artykule.

4. Podsumowanie

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie B-karotenu w produktach spozywczych z zastosowaniem
spektrofotometrii UV-Vis. W ramach realizacji tego celu, kluczowym krokiem bylo zaplanowanie
poszczegdlnych etapow procesu analitycznego. Z uwagi na charakterystyke badanej substancji,
dokonano selekcji odpowiednich materialéw do analizy. Dodatkowo, dobrano niezbedne odczynniki
chemiczne oraz szklo laboratoryjne, co umozliwilo przeprowadzenie doswiadczenia.
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