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1.SA}ETAK

U prirodi se javlja mnogo ipdbosenihojbvaraypedpirpcdji djela
vidljivog spektra sustavom konjugiranih veza. Naran asti i crv
su ugljikovodici pod nazivom karotenoidi. 8ojupkpsmpesaida ne
spojeYadatak ovog raidalbhcligientifikacija kiezranekwedaraj ice,
svie~e i mljevenkapdpnkéikaecj¢wva koji se nalazekwraabemagpovr |
jetankoslojna kromdatl geafzipapro ia avakfenkarogtrardiga na stupc
Klorofqgrrmkojé nepolarno, bdaipdjlen postupku iz &lrsoomj@@togram je
razvijeklorofoarma za kolonsku krpemébogabdna smjasetotapala
petroletepnlumnom omjeriod0d6bivenih rezultata vidi se da mlj«
papriksadr~e iste karoteneiderk\Vsadjivio s ke e udalaaro tdbn
karotedgkaroteRaj ica sadr~iobklaeopeenii neke ksantofile, ~uto

karotenoide.
ABSTRACT

In nature occwrfscalboed substences lwehsed ooalabserption ¢
visible spectrum bysyotejmga@eange and imedrpigsnantsvegetable
are hydrocarbons call€droaeooddeidslor does not make one co
a mixture of compounds. Carotenoidrershcanmdnd ripenpapteor amd f
isolated and identified. For identification of carotenoid in ve
chromatography (oL ®@umhidcatiomn chromgtd@oaphormchwilsi
a non polar,swévendised instbeéligtdoocree As mobil€Lpgthavwsaes insed
chloroform and for column wharvnmustedraphyixture of solven
aceton:petroleimnmvattdhegratio .18s90he result is shown that fresh
pepper contain the sadmMdigauodetdncafoausnd in dacao d,tdbn,
carotendgcmdoten. Tomato containdbclyrcoteenanandome xantoph

yelow colored carotenids.
Klju ne rije i:

Karotenoidi, terpeni, izolacija, adnko diog ma tlorgm éditjagna stupcu
Kewords:

Carotenotielspeis®satidimn layer chromatography, column chromat



2.UvOD

Karotenoide sgtoljezamamljivi za istna~mwnamjim znanstvenir
podru jima kao ato su kemija, biokemija, biologija, prehramt
medicina,adaan i nutzaompna dalje se intenzivno istra~uju.
rasprostranjeni prirodni pigmenti odgowiovenwzdojutaprrearan as
cvije a,,pthaa zkraljgaka. Oni se u pravilu javljaju u kloroplast
iako je u tim fotosintetskim tkivima njihova boja prekrivena Kk
algama, bakterijama, plijesnim®sinownkvadcurkura karotenoii
simetri ni, linearni tetraterpen koji sadr~i 40 ugljikeainm atome
izoprenpkdhnica. Osnovna struktura mo~e biti promijenjena ra:
ato su hidrogenacija, degvoindergzaai¢aj,a,ciklizacija, pregradnja
veza, skra ivanje ili produzweivearje jancaogpesamno6W0 prirodnih
karobddaUgljikovodi ni karotenoidi se zajedno zovu karoteni, i
zovu se ksantofidifum&jcecemlumpana je hidkaolpsnla@Pa ene su i
aldehidna skupina, keto skupina, karbsksginkaskugnoadimbilok:
karoteni ili ksantofili, mogu biti acikli ki, monocikli ki ili bici
na jetnoli oba kraja molekule stvaraju i jedan [il] dva aestero |

Vo e i povr enagdiael karotenoida u |jdatkako{épkea hoten,
obkriptoksantin, lutein, likopen i zeaksantin sdakKmapw®eda| u ljud:
kanenobkripksantin su provitaminiavotamana da mogu biti pretv
retinol u ljudskpaij tijelu.

Zadatak ovog rada je izolacija i identifikacijaskaeetenoida
mljevene paprike. U glavnom djealubivolsriatlea g eteapicsradd, konver.
karotena u vitamin A, antioksidacijska aktivnost karotenoida,
je tetraterpenima, boji i vidljivom spektru, opiigangmu i met

izolaciji i dokpigimamjauta, tgalmatemetode.



3.GLAVNI DIO
3.1. BIOSINTEZA TERIPEREBEDSTAVNICI TERPENA

Terpeni su pghinbeoisinteza po irRGeAddzakejély pomo u enzir
nastaje osnm\erdifQica. U laboratorijskim uvjetima zagrijavanje
DielsAlderove reakca@didijgpdjedne dienske molellule) Waub,e pri
emu nastaje didlenten).

Prekursorska jedinica u biosintezi terpena je octena kisli
su katalizirani enzimima specifi nimcesa. tByipeoke mjcslicikpke ac
prisutne kao tioesteri koenzima A podenzjaciGdaisiedaywnir&gom
sa etigljikova dsdma Tada se adira tre a folkknelakaigeml
aldoé kondenzacije dajiu skedegradaggskovih atoma koji je sr
mevalonskoj ksskdni2 Redukcijom jedne karboksilne kiseline
hidrolizom druge tioesterske skupine nastajlekakeddjaloseska k
fosforilira pomeau &ATPatim dekarboks3izapehapirofosfat.
Monoterpernajmadgimerizacijom ijzddneaakitDimerizaciju omoglt
premjeatanje dvostruke veze u-izekien tmiaikfloslfamna 3 polo~aja 3
polo~aj -EzoRenteimdfosfat je alilni fosfatipaegktignoji preme
nukleofilima nego njegov prekursor. Nuklépeliékaononsm@ast3tuci
izopenteimdfosfata na terminalnom uodpikewgenm chiftosiat® nastaje
geradpirofosfat koji je perkursor germomndeerpswih. Getakmiterpe
diterpaaistaju daljnom adicijom jedne ili dviju izopentenilnil
pirofosfat. Triterpeni i tetraterpeni ne nasjaguindadjman neovme z

glawv@p . Umjesto toga dva se seskviterpena ilirepf{&ipena ve-



Slika Qlaisewa kondenzacija

SlikaA2dolna kondenzacija

SlikaR8dukcija pomo u NADPH



SlikaNastajanjreifgieodosfata
Klasifikacija terpena igzeptremekiomgravilu ipapmneaisikioju
jedinica:

Hemite r pGaHigi
Hemiterpeni su terpeondsaasoayeéjckme izgo@demislee Naatjipiozn

hemiterpen je sa[if]lizopren.

SlikaSStkutwr izoprena



Monoterpesig)(C
Monoterpeni su vrsta sarptavdj&mijiosludvig¢ejedompireen.skiroko su
rasprostrianpeirodi, posebice u esena+jailwguarfwimmrdjiM industrij

mirisRarona eni su uomgaski@ha.

SlikaSGrukture mondtmomeema, terpinolena i terpinena

Seskviterpdgf)k (C
Sadr~e tri irzopg@imPkena eni su u ~ivoimilsusitaaka. NastajtL
iz zajedni kog priekmeszatapirofosfata, pomotadaaceiklit@acipe

pra enih unmsbwiajevima pregiaidkojamk[bgtura.

SlikaStrukture seskvVatreepelmai azulena



Diterpd GHs)
Diterpesnui terpeni koji sadr~e dvadeset ugljikovih atoma
sa inpem od etiri izoerenske. Nastali su od-pigefasfbgaranil

Pojavljuse u gotovo svim biljkaja lon anicama

SlikaS8rukture digeerpeemidgéaaingeranillinalola

TriterpenhgkC

Triterpenppajevi koji sadr~e trideset salinjemih atonmna&st
izoprengkdhnica. Vjeruje se da oni potje u osh asjlkang bam ad kiggi n
seskviterggedskidkeagu biti tethkamekltacik[bki.

Tetrater p&liag)s (

Pripadaju skarmiteinddddr~e osamnbXoddinica. Nspsdpgojem
dviugeranilggrianibsfat mé&bgkselane usobnoeperapriemu
nastaje pepiroofesPaerfitpenfosfat je prekursor &asatkengieda. [

poznato okovedtaskarotenoida kojima je p@lre ena struktura.

SlikaSQruktura tetraterpena



3.2. TETRATERPENI

Karotenoidi su ~uti, naran asti ili crveni pigmenti. ine bo
povr a, cvije a i lia a. Ima ih u jajima, algama i gljiP@ama, te
kemijskoj strukturiidi ksarottetraterpeni, a priphNajaja~ hogpa um a
karotenoida u surdjelbvjepjecesu fotoNbalbezelsloroplastima gdje
suvezani za bjelan evine. Zbog svojevipolismskRessdbuktiurpa s
prisustvu kisidasitiswjksidiraju,izokdeziirzayajiu .

Karotensedmogu podjeliti u dWwijfeuskimngirk@aroteni (uigdjikovodi
je jedna od osobina depsdactamajphapalima. Buuksaskafiin&oji
u svpsorukturi sadr-Oetakpajk se u polarnim otapalima, a javljajt
aldehidi, ketoni, estegi.séznpateodalastiraklcipgm gogjomo u organsk
otapala, u inertnoj atmosferi i bez prisustva svjetlosti pri em
Ovako dobivena smjes@rseawamdvajpom, koja se zasniva na re
topljivosti karotenoida u nepotleagaiimma.pBltarnanavanje izoliranit
izvodi se obi no kromatografskim metodama. Naj eanme se idel
maksimumima u vidljlwdémspek&iba .kvantnoatodre ivanje se koris
kolametrijske metode, jerakarptamoidiojy sa sumpornom Kkise
antimoomim (-klligridankloroformu kao otapalu

Ve ina karotenoida ima centralni dio molekule u obliku dug:

Krajevi molekule mogu biti otvoreni (alifatski) i ciklizirani

Aciklitktratergpekopentig
Likopen je <crveni pigment iz zrele raj edeti ikom lube

hidrogenacijom vefelbniaaestlika daju i zasi eni ugljikovodik
CdHs2 Perlikopen je siarttedvoimameWkcijom iz idvéraofotiadbdomida,

pa je tako utlyrken kgstur. Ozonehizomadi&pp dva mola acetona,
s levulinaldehidom, ato ozna uje ppl@dtaje dvostrukih veza.

SlikeOKemijska striklotpaa |



Monaakli ki i bicikli ki tetraterpeni

Prmjenom kromatografske adsorpgekjeradekazanesje idamer.
Do sada je identificirandak&isdtdwkaobaBgk,arotédk,arotée,
karotézkaroten. Posljdndj@kaziana samo pops&ib apsktaca, te st
porzate strukture samo prva tri izomera.

Ciklizacijom neurosporema idbzdakarptea iz kojih oksidac
nastéagearoten. Najva~niji bicigaidkk akartene)n hizdgkajno t edaa .
karoten ima saijonenski prstendrdndl gvdajseononskogKobigea.
karotena molmviekule sdbkmaojenu, dok je druga polovica mol

ciklizirana kao u molé¢kQ]i likopena

X X N 0 e N e e e NP\ N

Slika.Aémijska struktura rféB8tosporena

Sikd 2Kemijska stdakauaten

Slikla3Kemijska stdhkiatnorte n

10



Slikb4Kemijska stdgklatrorae n

Uz karotene lia e sadr~i i ~ute pigmente poznate kao kse
svojoj strukturisaZ&jperdbeersiimuzrok jelsejibkdga a jer se zadr~a

nakon razgradnje zelenog klorofila. Kisik mo~e bitaeprisuta

hidroksilnih ,skieplime ili viekesilkahb skupimadroksilne skupine
karlksilne skiHodreksilmgirs&k mogu biti esterificirane ili slobodn
biti prisutan u-oblilkpkdi®nih pfaOgna.

Luteind€, dolazi u zelenom i ~utom lia u, te u ~utom cv

zeaksantinom ini pigment ~umapgkideiddkokesnaddeidedtena.
[10]

Ot

|\\\\\\\\\

HO

Slika.A&mijskraulstura luteina

ZeaksanthOeje dihidroksiokkariotgdna. Glavni je pigment
kukuryZaa nays razli itoj koli ini dolazi if[d0Humanjaku jajeta.

Ot

|\ A e P e U U e e
Slikb6Kemijskrauktura zeaksantina
KriptoksandsRO e monohidroksibkkbemoivearta. Na en je slobod:

esterificiran u kukuruzu, mahunama, paprici,[dA0dlavni je pigme

11
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Slika.Kémijskraulsta kriptoksan

12



3.3. KONVERZBBKAROTENA U VITAMIN A

Va~nost karotenoidafurkeisiamigmenta. Vitaminska aktivnost
poznate pe vdujeme. VitapriondA gwehrani kawdtamin A (retinil este
retinal, r8tdebldroretinol i kiestehimiapaod hrane ~ivotinskog pod
jetra, mlijeko i mlije ni proizvodi, riba, meso ili kao karoten:
pretvoreni u vitamin A. Na svjetskoj razini, 60% predaambenitl
dolazi od proMitpmina

Vitamin A je lipofilni vitamin koji u hrani dolazi otopljen
~ivotinjskog podrijetla ilbbkaoopaovataimmncama biljnoggodrijet
konverziju provitamina A u aktivoirebtaanijeskacsymhidnpaa ili

obkarotena pomo u sun evih zraka, oksidacije na graku ili term

CH,;OH

e G N

Slika.K8mijska strulatoam v

Kadaodbkarotesredini molekule revageraxolekule vode na taj n
izvraijepanje, pa dva centralngastignko\paimttomea alkoholne sk
nastale bi dvije molekulRrokaamintrakt i jetra ~ivotinjskog ol
mogu nositivsadwio cijepanpeomo enzimmohbolks'igepazadato
kaoten ima aktivnost}vitamiskd &rganizam ne modagoizooms&uizirat
struktuédBjomonsku, a ne mo~e ni ciklizirati kradejoe omnlsi&kpenskt
prsten. Zato je vitamidfdakkar odkdgkriostena smanjenapamk je i
potpuno neakoinnear.zija karotena u vitatmia, Aiijreo 1090%d unese

koli ine samo jednadanegnkeauoctena prevedé&0 vitamin A.

13



3.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST KAROTENOIDA

Antioksidansi su, po definicijé, w»weabmjektoda riink e kreatld o m
neutraliziraju djeldwamjeadilbdla i drugih SObdickoizal je svaki
atom ili molekula koja sadr~i jedan ili viae nesptalkinnineliektt
veoma reaktivnimsmpdeghodddirati bioloake Am bileksiilkkangsu djelu
tako da: usporavaju starenje, sni~aaithguordasimankgleisneoelkban
udaramanjuju rizik nastanka urakasti tsiumdraa;ataoksikaciju
kancerogenihustvarayapuedovanje Alzheimenorwe-ajolestatitu od
kroni nih plu nih bolesti kao ato su astma,a®tianhaotd se k cslla a kieh
zaga iva a.

Ljudski organizamazliot+tem jerekamaanaposobnim za razaranj
bioloaki vmeheakula kao atoreueDhNAu@ljikohidreE u Iigzdi itim
obrambenim str&tegitamodadi su najvjerojatnije uklju eni u uklj
brojnih vest@ivnih molekaKale skiisgKsd)i perdiushiadikdBa.

Interakcija f@mekarotenoida ovisi o fizikalnom mehanizmu
energiju koja se prenosi izme u dviju molekula. Energija se pr
koji se pgbui zatim viaak éaeagujenvsiakciji sa okhdKakm jetapal
ovo fizikalna promjena, struktura karptemooda sednhelavigeinja v
krugova neutrtbhiAdeijabrojnim karotenoidima, takar&samitofili
pokazali saoseiskjeani inhibitarinbdkisidajmaa oskttikarotenoida
prvotno ovisi o broju kotmukg hravreiha dw osoijpkadjemekcionalnih
skupminu karotenoidu [ici&tiikKlihiKihnotenoidi koji priMdasa radiki
pokazali visoku regboamihcojstku predvieaasiev e adativmkopen
(jedanaepsugkoanih i dvije nekonhjukérarreedvps me u najdjelotvc
inhibitarimlobodnih radikalaa meokisipaimadnim karoMenaidima.
raznolikim radikalima koji nastaju uemaadimnajgapjeanijkareagi
sa peroksi radikalimau @mnoceasstajaroksidacije lipida. Zbog |
specifi nih swojseataalizaciji peroksi radikala karotenoidi igr
zaatiti stani nih membranadi digeip8&dtein

14



dbkaroten
I

|\\\\\\\\\

1o, RO» , ROO»

|
YR

0©

.

NIRRT

obkaroten®@ndoperoksid obkaroten@poksid

Slika.WMM@hanizam antioksidacijdkagodesmlavanja

Dodathkarotena u prehrapivdokexz sdiikangtena u ko~i miaevi
Neka su istra~ivanja pokdkallatéamadaudhtaki mo~e inhibirati ok
'O, nezasi enih lipida u ko~i miaeva koji su izlo~eniBW VA zra
karotem@ndoperoksid prodij@dbkeksidana specifi nom d®sigenacij
dok gQekaroten@poksid nastao radikalskom reakcijom kolesterol
kolest&r&ndoperoksid2(Q(sliktaa~ivanja su podbhkaada®Ba su
endoperodxkiadrotene pokpidodukti oksidacije kolesterddéanma ko~i r
doza UVA zra enjmianavikopbve ala je ove produkte oksigenaci]
miaevima na kojima nije primijenjeno UVA zra éikjerot@wno otkr
mo~e reagifate sdobhmdnadikalima i proizvesti navedene produk
ko~i. Ovaj fenomen je inddbk&tane nl ok@izdlissprje avanje staren

ko~e pod utjecajem svijetla kro,Kdm]jjsku reakciju s

15



3.5. BOJA TVARI | VIDLJIVI SPEKTAR

Da bjutisko oko vidjelo boju nekog predmeta, taj predmet m
u vidljivom podr8Q0 (#00elektromagnetskog zra enja. Crni pr
sve valne duljine vidljivog spektra, a bijeli predmet reflektir
apsorbirane samo neke valne duljine, a ostale reflektirane ili |
Vidimo boju komgpiemenoj] koja je. apkorbvama@ropuata fotone
valnih duljina vidljivog djela spektra ona je bealpsjord.irbvar |
valne duljine od 400 do 600 nm jer propuata crveni dio spektr
l[jubi asta ako propuata valne duljine oko 400 nm, ali i ako pr
plavog i crvenog spektralnog podru ja. Zna ibaja $e saomeE n
zaklju iti koji dio spektra tvar apsorbira. Zato je potrebno sr
metoda se zove apsorpcijsk3® spektrometrija.

Konjugirani spojevi imaju jedinstveno svojstvo koje dovodi
pigmenti &okiehjugirani sustav dvostrukih veza, kao npr.
ugljikovodi niobkaactainu ato rezultira stvaranjem karakteristi |
Konjugirani sustav koji sadr~i manje od osam dvostrukih kon
ultraljulimaptodru ju i@ bezbojni su ljudskom oku. Sa svakom ¢
vezom sustav apsorbira foton ve e valne duljine i ve e energij
do crvene boje. Plavi i zeleni spojevi se obi no ne oslanja
dvostrukdha. Konjugirani organski spojevi s viae nezasi enih
njihovi apsorpcijski maksimumi nalazedbleawuo e ddiigzaddPpodru jL
nm i obojen je naran asto. Mnogi organskijiilspoaa\pdsupabj@ajeni
proairanaidljivo podru je.

Zaatodbkearoten narégbkaxst2n ima jedanaest kanjkghraeiza.dvo
"to je ve a mogu nost delp&kamaafiijeazmédkdzme orbitale ve e
energigmriotuvezne orbitale manje lerededipdrld@o fpeouapotrebno
je manje energije jer je razlika izme u energijskih nivoa mala
pomak zna i manja frekvencija apsorbiranog svjetlaolto odgo\
karoten apsorbira kroz ultrjeljublijwsitasgodr,uali osobito sna~nc
u vidljivom djelu spektraO0zmm us 40&ksimumom oko 470 nm.
apgorbira plavu boju, a naran aste je boje jer propadatansvjetlo:

[7
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3.6. METODE PRIMJENJENE U POSTALCHKE 1ZO0L
DOKAZIVANJE PIGMENATA

3.6. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija se koristi kao metoda za izolaciju spojeva.
razdjeljenja. Definira se kao izdvajanje neke tvari iz krute ¢
pomo u otapala.aj@m ivdrvi jedna odikpenpdnemnd voda, a drug
organskaopalo koje se s vodohvare kmjpeada ekstrathoiphimipaaubiti
otapalu nego u polaznoj fazi. Postoje dvije vrstiekak ®triakcije
ekstrakcijatedr et®ostupak ekstrakcije se izvodi u IKedku za ¢
ekstrakcije dolazi do raspodjele tvari izme u dvije faze ko
razdvajanja otapala na dva sloja omjer koncdrtzachgara pnaape
volumeotapal&oli inu otopdyenjéutye pojavu izrazio Nernst po
Nernst zakon razdjeljenja:

K =1/

gdjeca i mogu biti mno~inske i masene kondejetrlacejfeciperktons
razdjeljénjkoeficijenta razdjeljenje dsvedired+ e doam@ mpjree tvari ko
raspodjeimje u otapalaK>Alkovpa je topbjimjpamuogapalu pa je nak
izmkivanja koncentracija tvari K mwtranjeenaohemaluu donjem. Ak
K<l koncentracija e tWpuitaexdutddnjem otapalu. Prema zlatno
ekstrakcije svaka se ekstrakcija ponavlja tri puta da bi se tv
otapala u 8amgm.rijelaz tvari vrai se na dodirnoj povraini izmt¢

uspjeanije ekstrakenjpotwraéndomlotrebno pkweaafé¢fhzmu

17



SlikaOEkstrakcija u lijevku za odjeljivanje

3.6. XKROMATOGRAFIJA NA STUPCU

Kromatografija na stupcu se izvodi u koloni koja je napun
a otapalo protjemeploalantjecajem gravitacije. Kao kruta, stacio
se koristi silikagel ili aluminijev oksid, dok se kao mobilna
otapalo ili smjesa otapala. Tvar nanesena na kolonu adsorbi
otapalo ovapa ispire jeDsolkothoareputuje kolonom, dolazi do ko
niza adsorpcija i otapanja. Jedan dio se otopi u otapalu, a jei
tako se uspostavlja ravnote~a izme u eluensa i adsdtbensa.
koeficijente razdiobe, pa putuju razli itom brzinom kolonon
razdvajanje komponenti. Tako se na koloni stvore zone istog
drugom eluiraju. Eluat se hvata u frakcijama Wopgdnoanzatam spi
putovati kroz kolonwtoweizanjakiovari za stacionaompujifeozstii o n
u eluensu. Kruti adsorbens je obi no polaran pa se polarne tv
polarnih. uzaupotrebu nepapan@ppl@avagitputuju br~e, dok pole
ostaju vezane za stacionarnu fazu. Osim o polarnosti na r¢
molekularna masa. Tvari manje molekularne mase putovat
molekularnePmaserazdvajanja smjese na Kkrooaii ppodgelbaoaje e
otapalo koje optimalno razdvaja komponente. Za to se u
kromatografija (TLC). Pogodno otapalo jevropeod mo k®ijegephe razl
komponef@iala a da se powipgepdndsti najmanjreajpollearmeaje tvari
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kre e od 0,2 do 0,8. Ukoliko nema takvog otapala, koristi s
mijenja otapalo tijekom razdvajanja. S kolone se redovito u
tvari, ato zna i da eluiranje obi no tapalome s meEtpmw| senimo st u |
pove avanjem polarnosti elu{daju polarne tvari

Za dobro odjeljivanje neobi no je va~no punjenje stakle
odnosno priprema kromatografske kolone. Adsorbens mora bi
cijevi weprotivhnom brzina protjecanja otapala nije jednoli na
razvu ene i nepravilne zone. Bilo da se kolona puni suspenzi
se adsorbens nesuspendiran dodaje u kolonu s otapalom, va~
oapalo stalno protje e kroz kolonu, jer se time smanjuje mog!
zraka u stupcu adsorbensa. Oatrina zone u koloni ovisi o ko
na inu dodavanja te otopine. Ne smije se uzdrmatisfpaavraina
nepravilna zona koja pri eluiranju daje razvu ene i slabo
komponenti. Stoga se na gornju povrainu adsorbeaysiaaobli no s

tanak sloj isto[d pijeska.

i H

SlikaAlAparatura za karfda metmlgpm i
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3.6. . ANKOSLOJIJNA KROMATOGRAFIJA

Tankoslojna se kromatografija isto kao i kromatografija
razdiobi tvari izme u krutog adsorbensa i telu e mobilne faz
metalnoj ili plasti pregjsploeim&jimtaslojem &adsbohbensa. Vrlo male
koli ina otopljenog uzorka se nanese kapilarom na adsorbens
tako da naneseni uipnakbonintanetapala, pmatthlapapaEluens se
uspinjeagsorbensu zbog kaipirlazhihtisil&®drzinama nosi tvari iz
smjesestjema koje se nanmwse seroshkrt, a fronta je zona najve
mobilne faze od starta. Kada se fronta otapala pribli~i gornje
iz otapala i dedekdnreajluope odre uju mjesto pojedine komponent
tvari po plo ici proporcionalna je prevaljen&mabudu.kd®ja jerzin

definikawm omjer prije enog putx)tvamdadjckrsoatiafrOfyje od starta

R= xly
Ako komponente nisu obojene, valja ih u initi vidljiRima kakc
vrijednost. Za detekciju komponenti naj ea e se koristi ulti
reverzibilna adicija joda i prskanje sumpornom Kkisdgimam. Plo
adsorbirane tvari zove se kromatogramkrd&matogbafifankes
razovrsna. Upotrebljava se za utvr ivanje Roemjte dnoossii tvMoi~aa
se saznati i broj komponenata neke smjese. Kaeipairastevna pra

svrhe, te za pronalazak pogodnog otapala kojgd4e dobro odvaj

Slika2Kromatogram
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Slikza3Detekcija komponenti pomo u UV svjetla
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3.7. MATERIJALI | METODE
3. 7. MATERIJALI
Supstrat ik&kipei: koncentrat raj ice, strugana mrkva, mljev
sitno nasjeckana svje~a paprika, mE@a(halp dkligrofoertmoletar,
aceton,ialpew oksid, voda.
Posu a: tikvica s okraglimOdmiastavak za redglwiQqu, Liek

hladiBichnerov lijevak, odsisna boca od 250 mL, lijevak za o
vodena kupelj, Erlenmeyerove tikvice od 100 mL, Erlenmey
kromatografska kopampar, faltepi , menzura od 100 mL, menzur

kromatografska kada, plo ica sa tankim slojem silikagela.

3.7.METODE
3.7.2.Ekstrakcija pigmenata iz raj ice

10 g koncentrata2amicmetanola i 50 ml kloroforma reflt
povratnim hladilom u tikvici s okruglim dnom preko 5% dene ki
°C 5 minuta uz povremeno mu kanje. Smjesauskbnehdadyg i fil
lijevka, te ponovi ekstrakcija taloga s 50 ml kloroforma, kako
se smjesa ponovno filtrira i talog odbaci, okause fijenaka BpO0]
odjeljivanje sa po 50 ml vode. Donji organski slojevi se ispus
gornji vodeni odbace. Skupljeni se organsabkij &ksé¢nakely esnoave ju
tikvici s2 3 natripaMbagta. Nakidn ndinot@apina se preko nabrana -

papira profiltrira u tikvicu s okruglim dnom i upari.
3.7.2. Ekstrakcija pigmenata iz mrkve

10 g koncentrata struymmel mektaenola i 50 ml kloroforma r
pod povratnim hladilom u tikvici s okewglikupalgmtemekerature
55 °C 5 minuta uz povremeno mu kanje. Smjesahserofbagdi i f
lijevka, te ponovi ekstrakcija taloga s 50 ml kloroforma, kako
se smjesa ponovno filtrira i talltogtadbmajie olhai paitfa isperu u |
odjeljivanje sa po 50 ml vode. Donji organski slojevi se ispus
gornji vodeni odbace. Skupljeni se organski ekstraktojsuae u
tikvici s2 3 natripeM@aga. Nakd@ minuta otopina se preko nabr:

papira profiltrira u tikvicu s okruglim dnom i upari.
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3.7.2.Fkstrakcija pigmenata iz svje~e crvene paprike

10 g koncesitrradanasjeckane svyje25e mlapmikt@anola i 50 n
kloroforma redeupoidapovratnim hladilom u tikvici s okruglim d
kupelji temperatlre°G05 minuta uz povremeno mu kanje. Smji«
filtrira pricbhcmeBrovog lijevka, te ponovi ekstrakcija taloga s 5¢C
je to ve ofmbhmm@ena se smjesa ponovno filtrira i talog odbaci,
tri puta isperu u lijevku za odjeljivanje sa po 50 ml vode. Dol
u Erlenmeyerovu tikvicu, a gornji vodeni odbace. Skupljeni s
za epljenoj Erbemmeéeylewici 2ag lnatrijaMbgtakdh 510 minuta

otopina se preko nabrana filter papira profiltrira u tikvicu s ol

3.7.2.&£kstrakcija pigmenata iz mljevene paprike

Budu i da mljevena paprikanseaedtrdacvja upigmenata ekstral
obuhva a proces refluksiranja ve je dovoljno pigmente jedno¢
U tu svriuuEss¢enmeyerovu tikv3culistaei 2ljevene paprike i ulije
kloroforma. S&dreajse imademiieva2a hinute, a zatim deltsimpesa pr
Filtrat je tamnocrvene boje. Ispemdeomatsiepdiestuliodnoainvd od 5
Presdala voda se uklom®i gdmaeavwdnog natrijevog sulfata. Ekstre
upari na pribmtno

Slika4dEkstrakti iz mrkve i mljevene paprike
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3.7.2.%0djeljivanje pigmenata kolonskom kromatografijo

1/3 volumena kromatografske kolone ispuni se petroleterc
vate, ispuni s otprilike 10 g alumin@mesa Oksiglamadbe apatice) 1
2 mésktrakta pigmenta. Kad se sloj ekstrakta gotovo upije,
petroletera. Time se ekstrakt ujedno i upijesmgeadsordbeat®nZa
petroleter u volumnom orgjleaut ve@ahwWErlenmeyerovu tikvicu. |
pojavi prva obojena kap tikvica se promjeni i eluira karotert

obojenja. Napravljena je kolonska kromatografija za sva etiri

Slika.R®lonska kromatografija
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3.7.2.ddenifikacija pigmenata tankoslojnom kromatograf

Na plo icu s tankim slojem silikagela kapilarom nanesi
ekstrakta nakon kolonske kromatografije i mrlja smjese prije
startnu liniju. Startn2 lmnujcdhajpeta5od ruba plo ice. Plo ica se ¢
kojoj se nalazi kloroform; pritom treba paziti da mrlja nije u
kapilarnih sila eluens se di~e uz plo icu i eluira sastojke smj

se popelo otapmalsei plo ica osuai.

Slika.R®&zvijanje kromatograma
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4 REZULTAMRASPRAVA

Tankoslojna se kromatografija isto kao i kwamraaorgradipad ina
tvarizme u krutog adsorbemchilieftdfaz

Tankoslojnatkgomfifd C)e zahvaljuju i svojoj jednostavnos:’
jednom od najraairenKahraktetrozriaa je detekcija odvojenih t
kromatografskokp,zazwaraazliku od kromatografije na stupcu kod
uglavnom vrai istovremeno s kromatografskim pndcem¢er. TLC
mobilne faze prema fataicN@apairamejse koristi u analitici, a nes
izolaciju posadimghik smj&dJsemnogim se slu ajevima ne primjenju
je povezana s drugim pestupaiduakosistila se i ekstrakcija i k
na stup8am izbor tanskaostlognafikeoowisi o mnqggmo nianj b ieane ka
problemu koeba irijReednost je prije svega u jednostavnosti i
potrebna je mala koli ina uzoraka. Nepo-~eljne stvari su ra
uzoraka. Analiza je ograni ena na spojeve koji su dobro toplj
ishlgpju i koji su dobro postojani za vrijeme procesa. TLC mc
ostalim metodama za identifikaciju spojeva. Primjenjuje se u
smpetako i upotrijebili, zajedno sa kromatografijwnsprogevtaupcu
u mrkvi, raj ici, svje~oj i mlpdvenoj paprici.

Kromatografija na stupcu je adsorpcijska kromatografija, is
razdvajjaemjese. Dok se kodishplifjesmjpesa uhlsalalarema fronti
otapala i takdodmdadvajanja smjese, u kromatografiji na stupc!
kroz kolonu uz pomo gravbakijskah pultarje kolonom, dola
kontinuiranog niza adsorpcijadiootepadaoaldgadbonu, polarna
komponenta jer peb®am abddsminijev oksid polaran, a drugi dio s
nepolarna komponenta. Zato je za razdvajanje koriatena smje
volumnom omjeru NBQp9De su razdvojeni, elapiralep &learrateni,
komponente, amtomdidikkao polarne.

Postoji joa jedna vrsta kromatografije koja se koristi za id
ali i za njihaowvtotakvvno odreTiwapgeteku inska kromatografija
djelotvornosti,VdaC peimjena HPLC u isphtiaaajinmla, zraka,
industrijskih procesnpldndhuggaku ina na prisustvo i sadr~aj ate
npr., pestpoidkloriranih bifenila ili policikli kih aromatskih
potencijgbridinogena i mutagena.rNajkaljejéliBeCz® odjeljivanje

lipidateroida, ae era, lipofilnih vitamina, itd.
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Na temelju TLC i kromatografije na stupcu uvidjeli smo da
mljevena paprikassmajetvgekadotenoida. Mrkva ima redatawno jed
Trambkaroten je najviae zastupljen. Uspjeano su idHNatificiran
kromatogrgen vidljivw khidosiskom kromatografbpkar ot@peljeni

0.95dakarot@®n=0.58jgkiarot@n=0.24).

1o0bkaroten
2 d0akanen
30gkaroten

4.Smjesa karotena

Slikatkromatogram mrkve

U raj ici su identificobkardtkoplaoiglavniakarstepoddidara sa
podatkom prona enim(d. IBermasurisuradpiéi, X®@3Yyaj ice nisu s
karotenwspieano izolirani. ideshjradinsasuwo(RikOpeéeiybkaroten
(R=0.95Jok swom sastavu raj ica sadr~i i druderiaktetreaei n&ksa
po svojoj boji, koji nisu uspjeano izolirani.

l.likopen

20bkaroten

3.smjesa karotenoida

Slika.RB matogram raj ice
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Svije~a I mljevenmapapsitiaksrasjtstha stav paprike okageakterizii
prisustvom dvaju kexpdsanoima i kapsatlubsmam[lr@ddu Zeb i
suradnRPdilPyspjeano su izolira¢i kaswojtenmjid mljevekhod papric
ekstraksujekoristiliu stajresla i hedesdepatifikpoijuo u TJalsl
upotrijestm|esu otaqetlgnetroleter u volumnom omjeru 1 : 1. Kat
su izolirialenitificsualdljedekaroten=(®.95), kriptoksamdtigl),R
zeaksantm QB5), anteraks®dndid),(Riolaksa@tBv),Rkapsantin (R
0.30), kapsagabOnlPR, neoksan®didBORU ovom rekiksurahirana je
smjesa karotlenogdgese pomo u kodorestlog nedjgjano igoliran
jedan karopemoddu smjese otapméara@aledeanu volumnom omjeru 1
Pomo u tankoslojne krekodat&ojafipeno kao eluens koristili |
identificsmatlaj karodeinasporedbom sa literatzerklijmdigobliad¢ama
karotemobodao kdpisantin QR3ZD)ogrlbliskRivrijednosti.

1. kapsantin

2.smjesa karotenoida

Slika.Romatoggajri~e i mljevene paprike

Tablic®RedzulRvirijednosti za izolirane karotenoide

Uzorak Pigment Rvrijednost
Mrkva dbkaroten 0.95
Raj ica dbkaroten 0.95
Likopen 0.75
svje~a paprik Kapsantin 0.33
mljevena papr Kapsantin 0.33
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5. ZAKLJU AK

Opisane i predlo~ene metode za izolaciju pigmenata iz
mljevene paprike, raj ice i mrlkveu pokazidimasisospcijsko]j
kromatografiji kao mobilna faza se upotrebljavaju otapala ko

desorbinanpyaranja) pojedinih tvari sa $¢atiangane &alzerbitmana
staionarnu fazu koristimo se otapedlomarsja.e Takom®dDMio u ovom
koristili kloroform kaoQOwabhitad freoduezuje da boju uzoraka ne i
ve da se radi o smjesi spojeva, pigmenata iz skupine kar
pigmenata je uspjeano izvedeno uporabom tankoslojne krol
plo icama se razlikuje nekoliko skupina pigmdaabasuTakd er
pigmenmtmaervene boje, ve da postoje i pigmenti ~ute boje iz s
svega luteskhsaantkeoad raj Paeici iz tablice pok@azwjuvijka-o0j paprici
nalaegsti pigmenti kao i u mljleadeniogupaprieizultakbpd e vgkrvelii

mljevene paprike jer se kod prire ivikeundjsklijesveestpeppprike

Krmmatogram mrkve pokazuje da su karotdebadiakseppspneanzo ljie

izolirlakopkojeg u raj ici ima najviae. libbkajotenje izoliran
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