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Carotenoids of the Berries of Berberis vulgaris

Wystepowanie karotenoidow w owocach roélin nie jest tak powszechne
jak w zielonych tkankach i dotychczas znaleziono je tylko w stu kilku-
dziesieciu gatunkach roslin. Nadto szczegélowe badania wykazaly, ze
sklad karotenoidow owocowych rozni sie przewaznie bardzo zmacznie
jakosciowo i ilosciowo od skladu karotenoidow wystepujacych w lisciach.
Cechuje go przede wszystkim znacznie wigksza réznorodnoéé indywidual-
nych przedstawicieli karotenéw i ksantofili.

Na przyklad stwierdzono wystepowanie § i & karotenéw, cis-izomeroéw
lykopenu, fytofluenéw oraz epoksydéw i keto-karotenoidéw. Nadto
w owocach zaznacza sie wielka zmiennos$é, od gatunku do gatunku,
ogélnej koncentracji i wzajemnych stosunkéw ilosciowych w mieszani-
nach. Na przyklad notuje si¢ w wielu przypadkach brak albo $ladowe
iloscj p-karotenu i luteiny, w innych znéw znaczny ich udzial w ogélnej
sumie. Ogdlna koncentracja waha sie w granicach od ulamkow ug/g
do ulamkéw mg/g swiezej masy (T. W. Gocdwin — 3).

Poniewaz wystepowanie w owocach obok gléwnych pierwszorzednych
przedstawicieli polyenéw takze drugorzednych zwigzkéw i ich wielka
Zmienno$é podczas dojrzewania maja duze znaczenie dla badan bioche-
micznych w tej dziedzinie, np. dla wyjasnienia ich biogenezy, dlatego
podjelismy prace nad nie zbadanymi dotychczas karotenoidami owocow
berberysu zwyczajnego (Berberis vulgaris). Prowadz my, je zaré6wmo na
dojrzalych owocach, jak i pcdezas ich dojrzewania, uzupelniajgc je bada-
niem kwiatéw i lisci podczas wegetacji. Pierwszg czes¢ tych prac przedsta-
wiamy ponizej. Berberys zwyczajny szczegblnie dobrze nadaje si¢ do
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takich badan, bo jest w Polsce rozpowszechniony i bogato owocuje. Jego
czerwone owoce zawierajagce kwas jabtkowy, cytrymowy i winowy s3
nieraz stosowane w przetwérstwie. Nadto z rodzaju Berberis znanych jest
okolo 450 gatunkéw. Wszystkie sa krzewami o kwiatach i owocach inten-
sywnie barwnych; rosng one w réznych warunkach klimatycznych Azji,
Europy i Potudniowej oraz Srcdkowej Ameryki, a bardzo wiele gatun-
kéw jest ogrodniczo uprawianych (np. w Anglii 170 gatunkéw). Badania
poréwnawcze nad ich owocami bylyby wiec bardzo ciekawe i stosunkowo
latwe, o ile chodzi o material dodwiadczalny.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiatl

Badanym surowcem byly w peli dojrzate owoce berberysu (Berbe-
ris vulgaris), ktore zostaly zebrane w okresie X—XI 1958 r. z wawozéw
potazonych w poblizu Lublina i Putaw w ilosci okolo 10 kg. Analizowano
tylko migzsz $wiezo wydrelowanych owocow. Brazowe pestki odrzucano,
gdyz nie rozcieraly sie z piaskiem na jednolita miazge. Znajac stosunek
pestek i migzszu w owocach, otrzymane wyniki przeliczano na zawartosé
karotenoidéw w catym owocu,

Ekstrakcja i rozdzielanie karotemoidow

Karotenoidy z migzszu owocow berberysu ekstrahowano najpierw
probnie trzema rozpuszczalnikami, celem przekonania sig, ktéry z nich
jest najlepszym ekstraktorem. Do tego celu uzyto:

a) mieszaniny acetonu z eterem naftowym w stosunku objetosciowym
1:1, b) czystego acetonu, c) czystego eteru etylowego.

W identyczny sposoéb przerabiano réwnolegle po trzy prébki (po 10 g
kazda) migzszu ze Swiezo wydrelowanych owocéw. Po roztarciu migzszu
z piaskiem na jednolita mase, zalewano probke porcjami danego rozpusz-
czalnika, powtarzajgc za kazdym razem rozcieranie miazgi migzszu.
Ekstracje prowadzono do chwili otrzymania bezbarwnego ekstraktu.
Do catkowitej ekstrakcji pigmentéw zwykle bylo koniecznych 7—10
powtoérzen, na co zuzywano w sumie okoto 100 ml. roztworu, W przy-
padku uzycia mieszaniny acetonu z eterem naftowym polgczone ekstrakty
skladaly sie z dwéoch warstw: eterowej, zabarwionej na kolor z6ity i ace-
tonowo-wodnej, zabarwionej czerwono, Faze acetonowo-wodng wytrza-
sano z malg objetoscia eteru naftowego, celem wymycia z niej Sladow
barwnikoéw karotenoidowych. Wyekstrahowany barwik dolgczano do
glownej fazy eterowej. Aby przekona¢ sie czy faza acetonowo-wodna
zawiera karotenoidy, faze te rozcienczano rowng objetoscia wody
i wytrzgsano z czystym eterem etylowym. Otrzymywano bezbarwny
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ekstrakt, co swiadezylo o tym, ze faza acetonowo-wodna nie zawierata
juz zadnych karotenoidéow.

Stad wniosek, ze karotenoidy obecne w dojrzalych owocach berberysu
dadzj sie iloSciowo przeprowadzi¢ do fazy eteru naftowego. Aceton z fazy
eterowej wymywano dokladnie wodg, ekstrakt osuszano siarczanem sodu
i w miare potrzeby zageszczano w proézni (przy uzyciu ciemnego eksyka-
tora prézniowego) do objetosci okolo 90 ml. Ekstrakt przenoszono nastep-
nie do kolbki miarowej na 100 ml i uzupelniano eterem naftowym do
kreski. W tak przygotowanym ekstrakcie oznaczano koncentracje sumy
karotenoid6w przez pomiar jego ekstynkcji na fotometrze wizualnym
(Zeiss-Pulfrich), przy uzyciu filtru S-47. Koncentracja sumy karotenoi-
dow dla poszczegolnych probek wymosita: 15,9; 16,6; 16,1; Srednio —
16,2 ng/g Swiezej masy migzszu, co stanowi 10,5 pg/g swiezej masy
calych owocow.

W przypadkach ekstrahowania acetonem polaczone acetonowe ekstrak-
ty przenoszono do rozdzielacza, dodawano rowng objetos¢ wody i réwna
objetos¢ swiezo przedestylowanego eteru etylowego. Calos¢ wytrzasano.
Po wytrzasnieciu powstaly dwie warstwy: faza eterowa — zéita i faza
acetonowo-wodna — czerwona. Faze eterowa oddzielano od fazy aceto-
rowo-wodnej. Te ostatnig wytrzasano dwukrotnie z eterem etylowym (do
wytrzgsania brano po 20 ml). Faze acetonowo-wodng odrzucano po ilo-
Sciowym przeniesieniu z niej karotenoidéow do eteru etylowego. Polaczone
ekstrakty fazy eterowej wymywano dokladnie woda celem pozbycia siz
acetonu. Ekstrakt wolny od acetonu osuszano siarczanem sodu, odparowy-
wano do sucha w ciemnym eksykatorze prézniowym w temperaturze po-
kojowej, a suchg pozostalo$¢ rozpuszczano w eterze naftowym. W otrzy-
manym ekstrakcie oznaczano koncentracje sumy karotenoidéow, tak jak
wyzej podano. Koncentracja sumy karotenoidéw dla poszczegélnych
préobek wymnosita 15,2; 15,9; 15,7; — Srednio 15,6 ng/g Swiezej masy
migzszu, co stanowi 10,2 ng/g $wiezej masy calych owocow.

W przypadku ekstrahowania czystym eterem etylowym polaczone
ekstrakty majgce objetosé okolo 100 ml odparowywano do sucha w ciem-
nym eksykatorze préimiowym w temperaturze pokojowej. Sucha pozo-
staloéé rozpuszezano w eterze naftowym. W otrzymanym ekstrakcie ozna-
czano koncentracje sumy karotenoidow w ten sam sposéb jak paprzednio.
Koncentracja sumy karotenoidow dla poszczegélnych probek wynosila:
16,3; 15,7; 16,0; Srednio — 16,0 ng/g Swiezego migzszu, co stanowi
10,4 ng/g swiezej masy calych owocéw. Ogoélna koncentracja karotenoidéw
przy ekstrakeji:

mieszaning acetonu z eterem naftowym — 16,2 pg/g Swiezej masy
migzszu
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czystym acetonem — 15,6 ng/g swiezej masy migzszu

czystym eterem etylowym — 16,0 ng/g swiezej masy miazszu
Jak widaé z powyzszych wynikow, eter etylowy i mieszanka eteru
naftowego z acetonem ekstrahujg jednakowo dokladnie karotencidy
z owocow berberysu, natomiast czysty aceton czyni to gorzej.

Do wilasciwych badan wybrano ekstrakcje mieszanka, gdyz pozwala
to unikng¢ odparowywania roztworu barwnikéw do sucha, powodujacego
izomeryzacje pigmentoéw. Do rozdzielania poszczegdlnych karotenoidow
zastosowano metode chromatografii adsorpcyjnej. Jako adsorbentow
uzywano Ca(OH);, MgO + Hyflo supercel (preparat ziemi okrzemkowej)
i aktywnego Al;0;. Stosowano kolumny o wymiarach 12 cm/1,2 cm;
15 cm/2 em; 18 cm/2,5 cm i 30 cm/3,5 cm. Na kolumne wprowadzano
zageszczony do matej objetosci ekstrakt karotenoidow w eterze naftcwym.
Odpowiednio do rozmiaru kolumny brano od 1 do 10 ml ekstraktu
uzyskanego z 30—500 g owocéw. Chromatogram rozwijano eterem
naftowym przy zastosowaniu ssania i ciSnienia z goéry. Najkorzystniej
przedstawia sie praca na kolumnach o wymiarach s$rednich i malych;
uzyskiwano lepszy rozdzial pigmentéw i znaczne skrocenie czasu elucji,
np. z 12 godz. przy s$rednicy 3,5 cm do 4—6 godz. przy Srednicy 1,2—
2,5 ecm. W zwigzku z tym do ilosciowych badan uzywano tylko kolumn
o wymiarach 12 ¢cm/1,2 cm. Poszczegolne warstwy uzyskane z rozdziatu
na matych kolumnach byly przewaznie jednorodne, tylko niektére z nich
byly mieszaning sasiednich pigmentéw. Stwierdzono to na podstawie
rechromatografowania poszczegoélnych warstw.

Przy pracy na matych kolumnach postepowano w nastepujacy sposob:
Poszczegolne warstwy rozdzielone np. na 5—ciu réwnoleglych kolumnach
byly zbierane do jednego naczynia, a nastepnie po usunieciu z nich
acetonu i zageszczeniu w prézni byly rechronatografowane na odpo-
wiednich adsorbentach (Ca(OH),, CaCO;, ZnCO;). Najlepsze chromato-
gramy przedstawiono w tabelach nr 1, 2, 3. (Chromatogram uzyskany na
kolumnie Ca(OH), o wymiarach 12 ¢cm/1,2 cm jest identyczny z chroma-
togramem kolumny o wymiarach 15 cm/2 cm). Na duzej kolumnie
(tab. 1), otrzymano 8 warstw barwnych, lecz przy elucji nie udalo sie
warstwy E oddzieli¢c od C, tak, ze ostatecznie otrzymano roztwory
siedmiu barwnikow. Tylko barwniki warstwy O i M byly jednorodne,
jak to wykazato rechromatografowanie ich na kolumnach z MgO + Hyflo
supercel. Wszystkie pozostale przy rechromatcgrafowaniu na kolummnach
z Ca(OH); i CaCO; rozdzielaly sie na 2—3 warstwy i dopiero przy
powtérnym chromatografowaniu uzyskiwano w wiekszosci przypadkow
czysty rczdzial i jednorodne barwniki. Na kolumnie z MgO + Hyflo
supercel {tabela 2) rozdzielenie barwnikéw bylo lepsze niz poprzednio,
bo uzyskano 9 warstw barwnych, z ktéorych cztery zawieraty jednorodne
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czyste barwniki, jak to wykazalo rechromatografowanie. Byly to barwni-
ki warstwy G, K, O, Q.

Najlepszy rozdzial uzyskano ma waskich kolummach z Ca’OH),
(tabela 3). Te chromatogramy wykazaly 10 warstw barwnych wyraznie
rozdzielonych; 6 warstw A, E, K, O, Q, S, jak sie okazalo przy badaniu
rechromatograficznym, zawieralo jednorodne czyste pigmenty, a pozo-
stale byly mieszaning 2 lub wiecej pigmentdéw.

Tab. 1. Chromatogram owocéw berberysu na kolumnie z wodorotlenku wapnia
(30 cm/3,5 cm). Nawazka 500 g, ilo$¢ ekstraktu 10 ml. Rozwinigcie eterem naftowym.
Warstwy numerowane w kierunku zmniejszajacej sie sily adsorpcji.
Chromatogram of Berberis vulgaris berries (Column of Ca(OH): 30 cm/3,5 cm).
Developed with light petroleum. The zones in order of decreasing adsorptive power.

|
. Rozpuszczalnik uzyty
Barwik | Warstwa Szerokosc Opis ’ do wymycia eter naf-
- Depth o] towy
Pigment! Zone o) Description Solvent
Light petroleum
8 A 3,0 l jasnozolta 10°/, metanol
pale yellow 10°'c methanol
B 1,0 bezbarwna
‘ colourless £9/o aceton
7 C 2,0 | rozowofiolet. £9%/0 acetone
pink-violet
i D 1,0 bezbarwna
colourless
6 E 4,0 26tta 89/, aceton
yellow | 8% acetone
F 5,0 bezbarwna \
colourless
5 20,0 silnie zolta 69/0 acaton
& dark yellow 69/0 acetone
H 10,0 bezbarwna
| colourless
4 1 ! 8,0 pomaranczowoczerw. 3%/0 aceton
l orange-red 39/, acetone
J 19,0 bezbarwna
colourless
3 K 25,0 z0ltopomaranczowa 20/, aceton
yellow-orange 2%0 acetone
L 179,0 bezbarwna
colourless
‘ pomaranczowa czysty eter naftowy
2 a i orange light petroleum
22,0 bezbarwna
N colourless
1 o 2.0 jasnozoéita czysty eter naftowy
’ pale yellow light petroleum
P 5,0 bezbarwna
colourless
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Tab. 2. Chromatogram owocow berberysu na kolumnie z MgO + Hyflo supercel
(1:1) 12 ecm/1,2 cm. Nawazka 30 g iloé¢ ekstraktu 1,5 ml. Rozwiniecie 15%
acetonem w eterze naftowym, Warstwy numerowane w kierunku zmniejszajgcej
sie sily adsorpcji,
Chromatogram of Berberis vulgaris berries (Column of MgO+ H+S(1:1),
12 cm/1,2 cm). Developed with light petroleum containing 15% (v/v) acetone. The
zones in order of decreasing adsorptive power.

! Rozpuszczalnik uzyty
Barwik | Warstwa Szerokos¢ | Opis do wymycia eter naf-
] | Depth —— towy
Pigment Zone e Description Solvent
l Light petroleum
9 A 2,0 jasno zotta 20°%/o metanol
pale yellow 20°/0 methanol
B 2,0 bezbarwna
colourless
8 C 1,0 rozowofiolet. 100/o0 metanol
pink-violet 10°/v methanol
D 1,0 bezbarwna
colourless
7 E 3,0 jasnozéita 30°/0 aceton
pale yellow 30%v acetone
F : 5.0 bezbarwna
colourless
6 G 2,0 26ita 23% aceton
yellow 239/, acetone
H 3,0 bezbarwna
colourless
5 1 4,0 silnie z6ita 20% aceton
dark yellow 20%0 acetone
J 5,0 bezbarwna
colourless
4 K 3,0 pPOmMararnczowoczerw. 15% aceton
orange-red 15%0 acetone
L 10,0 bezbarwna o
colourless
3 M 7,0 Z6lto-pomarancz. 100/ aceton
yellow-orange 10°/v acetone
N 49,0 bezbarwna
colourless
2 fo) 2,0 pomaranczowa 5%/0 aceton
orange 5%6 acetone
P 20,0 bezbarwna
colourless
1 Q 1,0 jasnozé6ita 5%/0 aceton
| pale yellow 5%/ acetone
Zmydlanie

Aby przekonaé sie w jakiej postaci wystepuja ksantofile w owocach
berberysu (czy w formie wolnej, czy tez jako estry), zmydlano poszcze-
gélne frakcje otrzymane po chromatograficznym rozdziale. Zmydlanie
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prowadzono metoda T. W. Goodwina (12). Ekstrakt odparowywano
do sucha. Suchg pozostalo$¢ rozpuszczano w 10 ml alkoholu etylowego
i do otrzymanego roztworu dodawano 1 ml 60°% wodnego KOH. Calos¢
po wytrzasnieciu pozostawiono na 12 godz. w ciemni w temperaturze

Tab. 3. Chromatogram owocéw berberysu na kolumnie z wodorotlenku wapnia
15 ecm/2 em. Nawazka 50 g, ilo$¢ ekstraktu 2 ml. Rozwiniecie eterem naftowym.
Warstwy numerowane w kierunku zmniejszajacej sie sily adsorpcji.
Chromatogram of Berberis wvulgaris berries (Column of Ca(OH). — 15 cm/2 cm)
Developed with light petroleum. The zones in order of decreasing adsorptive power.

| Roz i z
¢ puszczalnik  uzyty
Barwik | Warstwa Szerokos¢ Opis do wymycia eter naf-
: Depth b towy
rerrCol Gne (mm) Description Solvent
Light petroleum
10 A 2,0 jasnozotita 109/, metanol
pale yellow 10%. methanol
B 1,0 bezbarwna
colourless
9 C 1,0 rézowofioletowa 50 metanol
pink-violet 5%y methanol
D 3,0 bezbarwna
colourless
8 E 2,5 z6'ta 8%/0 aceton
yellow 89/ acetone
F 15 ,0 bezbarwna
colourless
7 G 8,0 silnie zotta 6°%/v aceton
dark yellow 6°/o acetone
H 1,0 bezbarwna
~ ; colourless
I z6ita 4% aceton
X “ | yellow 4%/ acetone
J 10,0 } bezbarwna
. colourless
K 4, l pomaranczowoczerw. 39/y aceton
? f | orange-red 39/p acetone
L 15,0 bezbarwna
colourless
z61ta 2°/¢ aceton
. s 30 yellow 29/0 acetone
N 2.0 bezbarwna
i colourless
z6ltopomaranczowa 1%/ aceton
$ 2 | el yellow-orange 19/, acetone
bezbarwna
3 c colourless
2 Q 20 pomaranczowa eter naftowy
' orange light petroleum
bezbarwna
R 204 colourless
1 5 10 jasnozéita eter nattowy
H ! pale yellow light petrdleum
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pokojowej. Po uplywie tego czasu mieszanine rozcienczano 3—4 krotnie
woda i ekstrahowano z niej karotenoidy czystym eterem etylowym.
Ekstrakcje prowadzono kilkakrotnie, az uzyskano bezbarwny ekstrakt
(zwykle konieczne byly 4 ekstrakcje). Celem usuniecia $ladéow ltugu
potasowego polaczone ekstrakty wymywano cieply woda az do zaniku
zabarwiania sie z fenolftaleing. Ekstrakt po osuszeniu siarczanem sodu
odparowywano do sucha w prozni, a sucha pozostalos§¢ rozpuszczano
w eterze naftowym.

Badano zachowanie sie ekstraktu barwnikéw w eterze naftowym
podczas wytrzasania go z 90°% (v/v) wodnym alkoholem metylowym.

Przy wytrzasaniu ekstraktu w eterze naftowym z 90% (v/v) wodnym
alkoholem metylowym wszystkie ksantofile zawierajgce dwie lub wigcej
wolnych hydroksy albo keto grup przechodzg do hipofazy (faza meta-
nolowa), zas karoteny, ich epoksydy oraz estry ksantofili i epoksydow
pozostaja w epifazie (faza eteru naftowego).

Krystalizacja

Roztwory dwéch gléwnych karotenoli owocéw berberysu, tj. luteiny
i zeaksantyny poddano krystalizacji. Udala sie tylko krystalizacja pierw-
szego barwika. Przeprowadzcno ja w nastepujacy sposéb. Do krystali-
zacji uzyto zmydlonego roztworu barwikéw 3 i 4 (tabela 3) otrzymanych
z okolo 6 kg owocow berberysu. Roztwor barwikow w eterze naftowym
odparowywano do sucha w prézni. Do suchej pozostalosci dodawano
5 ml eteru etylowego i 5 ml metanolu. Metanol dodawano kroplami, po
dodaniu kazdej kropli catosé dokladnie wytrzgsano. Mieszanine wstawiano
do lodowki i dopiero po czterech dniach na dnie naczynia zaobserwowano
ISnigce krysztatki luteiny. Ksztalt ich przedstawia mikrofotografia
(ryc. 2).

Zeaksantyne (barwik 5, tabela 3), probowano krystalizowaé¢ z roznych
rozpuszezalnikow: metanolu, etanolu i mieszaniny CS,, eteru naftowego
i etylowego, ale zawsze otrzymywano tylko intensywnie pomaranczowy
olej.

Oznaczanie koncentracji karotenoidow

Do ilosciowych oznaczen karotenoidow owocow berberysu uzywano
matych kolum 12 ¢cm/1,2 cm. Na kolumne wprowadzano ekstrakt otrzy-
many z 10 g migzszu owoc6éw, zageszczony do objetosci 1 ml. Koncen-
tracje karotenoidéw oznaczano przez pomiar ich ekstynkcji na fotometrze
wizualnym (Zeiss-Pulfrich). Przy pomiarze ekstynkcji karotenéw stoso-
wano filtr S-45, przy pomiarze ekstynkcji ksantofili S-47. Do wszystkich
obliczen uzywano jednego wspétczynnika opartego na E 1%/1 cm = 2340.
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Wielko$é te ustaliliSmy doswiadczalnie dla danego aparatu, przy uzyciu
roztweréw czystego f-karotenu (Z. Wierzchowski et al. — 13).
Blad jaki z tego wynikal, przy oznaczeniach koncentracji ksantofili, byt
niewielki jesli zwazymy, ze wartosci E 1%y/1 cm dla f-karotenu, luteiny
i zeaksantyny, np. w roztworze CS,, s3 do siebie bardzo zblizone (1940,
1910 i 1850).

Rozdzielanie barwikéw i ich identyfikacja

Barwiki rozdzielone na waskich kolumnach wodorotlenku wapnia
i ewentualnie oczyszczone przez rechromatografowanie identyfikowano
przez badanie ich widma absorpcyjnego, ich sity adsorpcji, przez okresle-
nie polozenia na kolumnie i zachowanie sie przy rozdziale fazowym
przed i po zmydleniu, a w jednym przypadku przez krystalizacje.
Zidentyfikowano barwiki 9 warstw. Barwika warstwy A na czole
kolumny oraz barwika 7b nie rozpoznano. Rozdzielenie karotenoidéow
owocow berberysu na kolumnie z wodorotlenku wapnia ilustruje
tabela 4.

Oto wyniki:

Warstwa S. Barwik tej warstwy wykazuje najmniejsza sile
adsorpcji lokalizujac sie na samym dole kolumny. Szerokosé¢ warstwy
0,5 mm. Barwa jasno z6lta. Ze wzgledu na to, ze iloS¢ barwika otrzy-
manego z jednej kolumny byla bardzo mala, do identyfikacji uzyto
barwik otrzymany z 5 kolumn chromatograficznych. Wymywano go
z kolumny czystym eterem naftowym. Widme absorpeyjne barwika
warstwy S badane w eterze naftowym i dwusiarczku wegla na spektro-
fotometrze Beckmanna (model DU) wykazalo, ze jest to a-karoten, gdyz
maksima absorpcji i ksztalt krzywych bytly takie, jakie ustalono dla
a-karotenu. Rechromatografowany na kolumnie z wodorotlenku wapnia
przeszed! przez nig jako jednolita jasnozoita warstwa. Otrzymany chro-
matogram owocéw poréwnywano z chromatogramem lisci berberysu.
Barwa warstwy S j polozenie na kolumnie z wodorotlenku wapnia byly
takie same jak dla a-karotenu z chromatogramu lisci.

~ Warstwa Q. Barwik tej warstwy zostal zaadsorbowany na kolum-
nie z wodorotlenku wapnia nad frakcja pierwsza w odlegtosci 20 mm.
Szerokos¢ warstwy 1 mm, barwa silnie pomaranczowa. Wymyto go
z kolumny czystym eterem naftowym. Rechromatografowanie na dwéch
kolumnach (Ca(OH); i MgO + Hyflo supercel) wykazalo jego chemiczng
jedrnorodno$é. Maksima absorpcji tego barwika badane w eterze nafto-
wym i dwusiarczku wegla byly zgodne z maksimami absorpcji f-karo-
tenu. Wlasnosci absorpcyjne barwika warstwy Q oraz jego odleglose
w chromatogramie od warstwy S i barwa (w poréwnaniu z chromatogra-
mem lisci) byly identyczne jak dla f-karotenu z lisci.
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Tab. 4. Rozdzielenie

Zenon Wierzchowski i Maria Bubicz

karotenoidéow owocow berberysu (Berberis

vulgaris) na

kolumnie z Ca(OH): (12 c¢cm/1,2 cm). Nawazka 10 g migzszu, ilo§¢ ekstratku 1 ml.
Rozwiniecie eterem naftowym. Warstwy numerowane w kierunku zmniejszajgcej
sie sity adsorpcji.
The separation of carotenoids of Berberis vulgaris berries on a column of Ca(OH):
(12 cm/1,2 cm) using light petroleum as developer. The zones in order of decreasing
adsorptive pover.

A | L Wldrj’no absor- Wldm(lJ absor.
ar- _ | Szero- K cyjne Mak- | Mak ) ¥
wik “x’fl'; kos¢ Opis Lk =t cas1 eteBd natta Identyfikacja
Absorption Absorption |
Pig- | zone | Depth Description spectrum Ma- spectrum Ma- ]dentification
ment imm) xima in CS; | xima in light |
(mp) petrol. (mp)
|
10 A 1,0 | jasnozolta [ -_ | 420  *
pale yellow l |
B 1,0 | bezbarwna !
colourless | \
9 C 0,5 | rozowofioletowa ’ 501,539 | — I kapsantyna
| pink-violet Capsanthin
| D 2,0 | bezbarwna
| colourless
8 1,0 | z6ita | 423,452 | 400,423 | auroksantyna
' yellow | ; Auroxanthin
F | 10,0 | bezbarwna \
colourless ‘
7 G* 4,0 | silnie zolta — = mieszanina
dark yellow l \ mixture
H | 10,0 | bezbarwna ‘
colourless |
6 1 1,0 | zotta ‘ 450,479 420,448 | chryzantema-
yellow i [ ksantyna +
J 10,0 | bezbarwna | ‘ flgvoksantyna
colourless mixture
5 K 20 | pomaranczowoczerw. | 449,482,516 423,450,479 | zeaksantyna
: orange-red } Zeaxanthin
L 10,0 | bezbarwna ‘
colourless | .
4 M 2,0 | z6tta 443,472,505 ‘ 421,442,475 | luteina b
yellow | i | Lutein b
N 2,0 | bezbarwna '
colourless | |
3 | O | 40 | z6itopomaranczowa | 445475507 | 418442472 | luteina a
yellow-orange ‘ Lutein a
P | 60,0 | bezbarwna ! |
colourless ‘
2 Q 1,0 | pomaranczowa 450,484,519 | 425,448,475 = B karoten
orange | P carotene
R 200 | bezbarwna |
colourless
1 S 0,5 | jasnogzotta 471,507 | 423.445.472 a karoten
lr pale yellow | & carotene
* Warstwa G rechromatografowana na CaCOj; rozdzielila sie na dwie warstwy Gai Gb,
Separation of zone G on CaCO,
Ta Ga 2,0 | jasnozotta 449,478 421,449 flawoksantyna
pale yellow | Flavoxanthin
10,0 | bezbarwna i
colourless
b | Gb 1,5 | zoita — .- mieszanina
yellow | Mixture
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Warstwa O. Jest to najszersza jednorodna, zéltopomaranczowa
warstwa otrzymana przez chromatografowanie ekstraktu owocu berbe-
rysu. Barwik tej warstwy ma o wiele wiekszg site absorpcji od barwika
poprzedniego. Na kolumnie z wodorotlenku wapnia jest w odleglosci
60 mm od warstwy Q. Z kolumny wymyto go 1% roztworem acetonu
w eterze naftowym. Rechromatografowany na kolumnach z weglanu
wapnia i wodorotlenku wapnia nie rozdzielat sie, a wiec byl najwidocz-
niej chemicznie jedrorodng frakcja. Maksima absorpcji badane w eterze
naftowym i dwusiarczku wegla odpowiadaja wartosciom maksimoéw
absorpcji dla luteiny. Poréwnanie krzywej absorpcji luteiny w eterze
naftowym otrzymanej z owocow berberysu ((Berberis vulgaris) z luteing
otrzymang przez T. W. Good wimna (4) daje ryc. 1.
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Ryc. 1. Widma absorpcyjne luteiny w eterze naftowym: a — wg T. W. Goodwina,
b — z Berberis vulgaris
The absorption spectrum of Lutein in light petroleum, a — according to the account
of T. W. Goodwin (4), b — of Berberis vulgaris
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Otrzymano jg w stanie krystalicznym z roztworu metano'owo-etero-
wego w postaci charakterystycznych pryzm identycznych z krysztalami
czystej luteiny, otrzymanej z tego samego rozpuszczaln.ka (ryc. 2).

Ryec. 2. Krysztaly luteiny z roztworu metanolowo-eterowego
Crystals of Lutein. Solvent, ether + methanol

Barwik trzeci rozpuszczony w eterze naftowym i wxtrzgsany z 90%o
(v/v) wodnym alkoholem metylowyvm, przed zmydleniem zachowywat
sie epifazowo, natomiast po zmydleniu — hipofazowo. Swiadczy to o tym,
ze wystepuje on w owocach berberysu w postaci estru.

Warstwa M. Na kolumnie z wodorotlenku wapnia po rozwinigciu
eterem naftowym barwik czwarty adsorbuje sie tuz nad warstwg trzecis.
Podczas eluowania barwika z trzeciej warstwy 1%o-roztworem acetonu
w eterze naftowym, cdleglos¢ m'edzy tymi dwiema warstwami zwieksza
sie, gdyz barwik trzeci jest szybciej eluowany z kolumny od barwika
czwartego. Ten ostatni wymyto 2% roztworem acetonu w eterze nafto-
wym, a nastepnie eluat po wymyciu acetonu woda, csuszeniu i zagesz-
czeniu w prozni, rechromatografowano. Powstaly dwie warstwy, dolna
zoltopomaranczowa, szeroka 0,5 mm i gérna, zétta — 2 mm, przedz.elone
5 mm bezbarwnym paskiem. Odleglos¢ miedzy tymi barwnymi war-
stwami w miare wymywania zwiekszyta sie do 10 mm. Warstwa czwarta
zawiera wiec $lad warstwy trzeciej. Ponownie rechrcmatografowana
przeszia przez kolumne jako jednolita z6ita warstwa.



Karotenoidy owocow berberysu zwyczajnego 395

Maksima absorpcji frakeji czwartej (w eterze naftowym i dwusiarczku
wegla) s3 bardzo zblizone do maksimow absorpcji luteiny. Podczas dzia-
tania na niezmydlony eterowy roztwér czwartego barwika, 90%0 (v/v)
wodnym alkoholem metylowym, barwik zachowywal sie epifazowo, po
zmydleniu — hipofazowo. Swiadczy to o tym, ze w owocach berberysu
barwik 4 wystepuje w formie estru.

Polozenie warstw M i O w chromatogramie na kolumnie z MgO + Hyflo
supercel bylo identyczne z oméwionym powyzej. Nie zaobserwowano
zadnego rozdzialu, gdy barwiki 3 i 4 zmydlono i po zmydleniu wprowa-
dzono na dwie kolumny: jedng z wodorotlenku wapnia, a drugg z MgO +
Hylfo supercel. Barwik tej warstwy zebrany w eluacie zidentyfikowano
przez pomiar maksimow absorpcji, ktore w dwusiarczku wegla dla niego
wynosily: 445, 475, 507, a wiec byly zgodne z maksimami absorpcji
otrzymanymij dla warstwy O. Wszystkie wyzej wymienione wlasnosci
s$wiadczg, ze barwik warstwy M jest monoestrem luteiny.

Warstwa K. Jest to 2 mm szerokosci, ceglasto czerwona warstwa,
oddzielona 10 milimetrowym pasem bezbarwnym. Barwik jej wymyto
z kolumny 3% roztworem aceionu w eterze naftowym. Rechromatogra-
fowany na ZnCO; okazat sie barwikiem chemicznie jednorodnym.
Maksima absorpcji w eterze naftcwym i dwusiarczku wegla znalezion2
dla barwika 5 sg zgodne z maksimamj absorpcji zeaksantyny. Barwik 5
rozpuszczony W eterze naftcwym i wytrzasany z 90% (v/v) wodnym
alkoholem metylowym, zachowywal sie epifazowo, natomiast po zmydle-
niu hipofazowo, a wiec pigment ten w owocach kerberysu wystgpuje
w postaci estru.

Na podstawie maksiméw absorpcji, sily adsorpcji, jak i zachowania
sie pigmentu przy rozdziale fazowym, nalezy przyjaé, ze barwik 5 jest
dwuestrem zeaksantyny — fyzalienem.

Warstwa 1. Stanowila ona waski zdlty pasek szerokosci 1 mm.
Barwik tej warstwy wymyto 6% roztworem acetonu w eterze naftowym.
Rechromatografowanie na weglanie wapnia wykazalo, ze warstwa I jest
zanieczyszczona barwikiem warstwy G, od ktérej oddzielal jg tylko bez-
barwny pasek szerokcéci 1 mm. Ponowne rechromatografowanie tych
warstw nie dalto lepszego rozdzialu. Maksima absorpcji barwika 6 w eterze
naftowym i dwusiarczku wegla byly zgodne z maksimami absorpcji
chryzantemaksantyny. Zmydlony roztwér barwika w eterze naftowym,
wytrzasany z wodnym roztworem stezonego kwasu solnego, zabarwil go
na kolor jasroniebieski; roztwér barwika przy rozdziale fazowym zacho-
wywat sie epifazowo.

Na podstawie tych danych nalezy wysnué¢ wniosek, ze barwik 6 jest
chryzantemaksantyng zanieczyszczonga jej stereoizomerem flawoksantyna,
1 ze wystepuje w formie estru.
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Warstwa G. Zoltopomaranczowe pasmo o intensywnym zabar-
wieniu, szerokosci 4 mm. Warstwa ta wymywa sie z kolumny 6%
roztworem acetonu w eterze naftowym, jest wiec bardzo silnie adsorbo-
wana. Podczas wymywania zaobserwowano na samym dole kolumny
rozdzial na dwie intensywnie z6lte warstwy a i b. Eluat z obydwu tych
frakcji po wymyciu acetonu, osuszeniu i zageszczeniu w prézni byt
rechromatografowany na weglanie wapnia. Powstaly dwie warstwy:
Ga — jasnoz6ita, 2 mm szeroka, adsorbowana nizej, oraz znajdujaca sie
nad nig w odlegltosci 10 mm warstwa Gb — zéita, szeroka 1,5 mm.

Warstwe Ga wymyto z kolumny 1%, Gb — 2% roztworem acetonu
w eterze naftowym. Otrzymane roztwory barwika 7a i 7b po wymyciu
z nich acetonu, osuszeniu i zageszczeniu w prézni ponownie rechrcmato-
grafowano na kolumnach z weglanu wapnia. Barwik 7a byl jednorodny,
gdyz mie rozdzielal sie juz na wiecej warstw.

Barwik 7b rozdzielil sie na 3 waskie zoélte warstwy 0,5 mm, przy
czym odlegloéci miedzy nimi wynosity zaledwie 0,5 mm. W czasie wymy-
wania i rozwijania nie uzyskano lepszego rozdzialu. Barwiki te zebrano
razem w eluacie. Zachowanie sie ekstraktu barwikow przy rozdziale
fazowym przed i po zmydleniu wykazywalo, ze w owocach wystepuja
one w formie estréow. Z powodu ich Sladowej koncentracp nie starano
sie ich zidentyfikowaé.

Barwik 7a mial maksima absorpcji i sile adsorpcji bardzo podobng
do barwika 6. Wystepowal on rowniez w owocach w formie estru,
o czym przekonano sie na podstawie jego zachowania sie przy rozdziale
fazowym. Zmydlony eterowy roztwér barwika 7a wytrzasany ze stezo-
nym wodnym roztworem kwasu solnego barwil go intensywnie niebiesko.
Reakcja ta jest charakterystyczna dla flawoksantyny, natomiast chrysan-
temaksantyna nie daje zadnego zabarwienia z kwasem solnym. Wobec
tych danych nalezy przyjac¢, ze barwik 7a jest flawoksantyng wystepu-
jaca w formie estru.

Warstwa E. Jest jasnym zoltym pasmem szerokosci 1 mm. Barwik
tej warstwy by! silnie zaadsorbowany, bo dopiero 8% roztwoér acetonu
w eterze naftowym zdolal go wyeluowaé. Rechromatografowany na
weglanie wapnia i eluowany 3% roztworem acetonu w eterze naftowym
przeszed! przez kolumne jako jednolity jasnozéity pasek. Maksima
absorpcji barwika warstwy E badane w eterze naftowym i dwusiarczku
wegla sg zgodne z maksimami absorpcji auroksantyny. Barwik E dawatl
trwale niebieskie zabarwienie z 15% kwasem solnym, co jest charakte-
rystyczne dla auroksantyny.

Zachowanie sie jego przy rozdziale fazowym przed i po zmydleniu
Swiadczylo o tym. ze wystepuje on w formie estru. Powyzsze dane
pozwalaja przyja¢, ze barwik 8 jest auroksantyna.



K'arotenoidy owocéw berberysu zwyczajnego 397

Warstwa C. Waski pasek barwy rozowo-fioletowej (szerokosé
0,5 mm). Barwik ten bardzo silnie adsorbowany (prawie na samym
wierzchu kolumny z wodorotlenku wapnia) wymywa sie dopiero 5%
roztworem metanolu w eterze mnaftowym. Jego maksima absorpcji
w dwusiarczku wegla (501, 539) s3 podobne do maksiméw absorpcji
kapsantyny. Zachowanie si¢ jego eterowego roztworu przy rozdziale fazo-
wym bylo identyczre jak u oméwionych powyzej barwikéw. Wystepuje
on w owocach w formie zestryfikowanej.

Na podstawie sily adsorpcji, maksimoéw absorpcji i rézowofioletowej
barwy mozna przyja¢, ze jest to ester kapsantyny.

Warstwa A. Jest to jasnozbite, absorbowane na samym szczycie
kolumny pasemko o szerokoéci 1 mm. Wymywa sie z kolumny 10%

Tab. 5 Koncentracja poszczegdélnych karotenoidéow w owocach berberysu (Berberis
vulgaris). Sucha masa migzszu — 22,7%, sucha masa calych owocow — 349/.
Miazsz stanowi 65% owocu.

Carotenoids concentration in the berries of Berberis vulgaris. Dry weight of pulp
— 22,0/, Dry weight of total berries — 34%. Pulp — 65%o.

Bar- Lg/g §wiezej| 1ng/g suchej I|J.g/g $wiezej| ug/g suchej
wik Nazwa masy masy masy masy
migzszu migzszu owocow owocow
Pig-t Name pg/g wet.| wpg/g dry | pg/g wet. | fpg/g dry
Beg wt. pulp. | wt. pulp | wt. berries | wt. berries
I | Karotenoidy 16,2 69,7 10,5 30,9
| Carotenoids
1I Karoteny 1,1 4,8 0,7 2,1
I Carotenes
II1 Ksantofile 15,1 66,5 9,8 29,0
Xanthophylls
1 | Alfa karoten 0,1 0,4 0,08 0,3
Alfa Carotene
2 | Beta karoten 1,0 44 0,6 1.8
Beta Carotene
3+4 | Luteina 6.3 27,8 4,1 12,0
Lutein
5 | Zeaksantyna 1,3 5.8 0,9 2,7
Zeaxanthin
6 Chryzantemaksantyna 1,2 53 0.8 2,4
Chrysanthemaxanthin
Ta Flavoksantyna 2,0 8.8 1,3 3.8
Flavoxanthin
7b | niezidentyfikowany 1,5 6,6 1,0 2.9
| unidentified
8 | Auroksantyna 1,0 44 0,6 1,8
| Auroxanthin
9 Kapsantyna 0,4 1,8 0,2 0,6
Capsanthin
10 niezidentyfikowany 0,9 4,0 0,6 1,8
unidentified
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alkoholem metylowym w eterze naftowym. Jest to prawdopcdobnie
jakis epoksyd, gdyz daje on barwng reakcje ze stezonym kwasem solnym.
Na podstawie maksiméw absorpcji w eterze naftowym nie mozna go
dokladniej rozpozna¢, ma on bowiem jedno maksimum przy 420 mu. Ze
wzgledu na malg koncentracje barwika warstwy A, nie badano go

doktladnie.

Tab. 6. Zawarto$¢ karotenow i ksantofili

Tab. 7. Koncentracja poszczegdlnych pigmentow jako %o ogolnej

jako %o ogdlnej sumy karotenoidow.
Carotenes and Xanthophylls as %o of total Carotenoids.

Barwik procentowa zawartosé
Pigment %
Karoteny 6,5
Carotenes
Ksantofile 93,5
Xanthophylls

noidow lub ksantofili.
Concentration of individual pigments as %o of total Carotenoides or Xanthophylls.

sumy karote-

Koncentracja pigmentow
Concentration of pigments
Barwik Nazwa 5 — ——
a8 jako % sumy jako $ sumy
Pigment Name karotenoidow ksantofii
as % of total as ¥ of total
Carotenoids Xanthophylls
1 Alfa karoten 0,3 —
Alpha Carotene
2 Beta karoten 5,7 —
Beta Carotene
3+4 Luteina 39,0 41,8
Lutein
5 Zeaksantyna 8,6 9,2
Zeaxanthin
6 Chryzantemaksantyna 7,6 8,2
Chrysanthemaxanthin
7a Flawoksantyna 11,7 13,2
Flavoxanthin
b niezidentyfikowany 9,5 10,2
unidentified
8 Auroksantyna 5,7 6,1
Auroxanthin
9 Kapsantyna 1,9 2,0
Capsanthin
10 niezidentyfikowany 5,7 6.1
unidentified
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Koncentracje poszczegélnych karotenoidéw obecnych w owocach
berberysu (Berberis vulgaris) przedstawia tabela 5. Zawartos¢ pigmentéow
podawana jest w ug/g sSwiezej i suchej masy miazszu oraz Swiezej
i suchej masy calych owocéw. Zawartos¢ karotenow i ksantofili obliczong
jako procent ogélnej sumy karotenoidow przedstawia ftabela 6. Kon-
centracje poszczegdélnych pigmentéw jako procent ogélnej sumy karote-
noidéw lub ksantofili przedstawia tabela 7. Barwiki 1, 2, 3, 5 i 8 byly
oznaczane ilo$ciowo bez rechromatografowania, gdyz wielckrotne bada-
nia wykazaly, ze na waskich kolumnach rozdzielaly sie one od razu
w formie jednorodnej, natomiast barwiki 4, 6, 7, 9, i 10 byly oznaczane
ilosciowo po rechromatografowaniu.

DYSKUSJA

Pierwszy ogélny wniosek, jaki nalezy wyciggnaé z wynikow naszej
pracy, jest ten, ze owoce berberysu zwyczajnego, mimo intensywnie
czerwonej barwy, maja niewielkg koncentracje karotenoidow: 1,6 mg®'e
w migzszu a 1,0 mg®e w calych owocach. Sposrod owocow 24 gatunki
roslin przynaleznych do 7 rcdzin (Araceae, Solanaceae, Berberidaceae,
Rosaceae, Elaeagnaceae, Caprifoliaceae, Taraceae), ktéore zbadat T. W.
Goodwin (5), 10 wykazalo znacznie wyzszg koncentracje karotenoidéw,
wynoszacg 2,5—60 mg o Swiezy masy, przy czym zabarwienie ich bylo
intensywnie szkarlatne, purpurowe lub pomaranczowe, 7 mialo podobng
zawartosé wynoszaca 0,9—1,8 mg%o, a 6 nizsza, wynoszaca 0,02—0,5 mg°/o.

Zwraca uwage fakt, ze w ostatniej grupie znajduja sie dwa gatunki
berberysu: Berberis barbarcssa i Berberis sp. (Pirate King) zawierajace
tylko $ladowe ilosci karotenoidéw od 0,02—0,025 mg°s. Mamy wigc
w rodzaju Berberis duzg rozpietos¢ koncentracji miedzygatunkowej,
podobnie jak to stwierdzono w rodzaju Pyracantha. (P. Karrer
i Rutschman 7). Wobec tego poglad wynikajacy z dotychczasowych
badan, ze rozmieszczenie karotenoidéw w owocach nie ma znaczenia
taksoncmicznego, zyskuje nowe potwierdzenie. Mimo niskiej zawartosci
karotenoidow w owocach berberysu (Berberis vulgaris) sklad ogolnej
sumy byl dcé¢ urozmaicony, zwlaszcza jezeli chodzi o ksantofile. Wykry-
to ich bowiem i zidentyfikowano szes¢, mie z.dentyfikowano czterech.
Natomiast znaleziono tylko dwa weglowadory, glownie f-karoten
a a-izomer w Sladach.

Koncentracja f-karotenu byla niska, bo wynosita 6% ogélnej sumy
karotenoidow, tj. 0,06 mg % Swiezej masy, a wigc podobnie jak w wielu
innych owocach np. w czerwonym migzszu owccu Celastrus scandens.
(Le Rosen i Zechmeister — 10), w slabo zabarwionych owo-
cach jablek (0,05—0,08 mg %), w gruszkach (0,01—0,03 mg %), w figach,
cytrynach, dyniach itp. (T. W. Goodwin 3). Inne gatunki z rcdzaju
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Berberis badane przez Goodwina (5) zawieraly tylko jego slady.
a-Karoten stanowil okolo 10%e ogolnej sumy karotenéw, a wiec wystepo-
wal w bardzo niskiej koncentracji. Zupelie podobne dane notuje lite-
ratura dla gruszek Awvocado (T. W. Goodwin — 3), u ktérych
znaleziono> ogoélem 0,06 mg karotenéw, w czym 10% a-izomeru.
Odnosnie wystepowania a-karotenu malo znajdujemy wzmianek w litera-
turze, wyrazony natomiast jest poglad — stosunkowo stabo uzasadniony
— ze wystepuje on tutaj w wiekszych ilosciach tak bezwzglednych, jak
i wzgledem f-karotenu, niz lisciach. Glownym ksantofilem byta luteina.
Wystepuje ona prawdopodobnie w postaci jedno- i dwuestru. Suma
obydwu estrow wynosila 4,1 ng/g $Swiezej masy calych owocow, tj.
0,4 mg®, co stanowi 39% ogélnej sumy karotenoidéw, a 41,4% ogodlnej
sumy ksantofili. Podobne wysokie wzgledne koncentracje znalazt G oo d-
win (5) w owocach Berberis sp. — 44,60/, 0g6lnej sumy ksantofili
i w Pyracantha flava — 48%, natomiast znacznie wieksze w dzikim bzie
(Sambucus nigra) — 76,8% i u psianki stodkogorz (Solanum dulcamara)
— 70,4%b.

Z dawnych prac wiemy, ze luteina jest glownym ksantofilem lisci
i ze do$¢ czesto wystepuje rowniez w owocach np. w ananasach, owo-
cach citrusowych oraz w owocach niektoérych gatunkoéow roz, sliw itd.

Z ostatniej pracy T. W. Goodwina (5) wynika, ze luteina w mniej-
szej koncentracji wzglednej wystepuje jeszcze w owocach glogu dwuszyj-
kowego (Crataegus oxycanta), Rosa moyesii, rokitnika pospolitego
(Hippophae rhamnoides), wiciokrzewu japonskiego (Lonicera japonica),
jarzebiny (Sorbus aucuparia) i cisu (Taxus baccata).

Z prac Kuhna, Lederera, Wintersteina (9) wiemy, ze
luteina wystepuje w s$wiecie ros§linnym jako dwupalmitynian luteiny-
helenien, '

A. L CurliC. F.Bailey (1, 2) stwierdzili, ze luteina w soku
pomaranczy istnieje jako jedno- i dwuester; natury kwaséw autorzy
nie badali. Nasze badania réwniez wyraznie wykazujg forme mono
i dwuestrowg wystepowania luteiny u berberysu zwyczajnego, przyczym
ukiad na chromatogramie z MgO byt taki sam jak i u wyzej wymienio-
nych autoréw.

Drugim z kolei gléwnym przedstawicielem grupy ksatofili, zwigza-
nym strukturowo z luteing, byla flawoksantyna z towarzyszaca jej
chryzantemaksantyng. Wystepowala ona w warstwie 7, ktora okazala siz
niejednolit. Frakcja sasiednia 6 zawierala chryzantemaksantyne zmie-
szang z flawoksantyng. Wtasnosci obu tych warstw byly bardzo do
siebie zblizone, co wskazuje na ich strukturalng identycznoéé i potwier-
dza ich stereoizomerie furanoidowych epoksydow luteiny. Wedlug danych
z literatury w $wiecie ro§linnym wystepujg obydwa barwiki razem,
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przede wszystkim w kwiatach. W owocach notowano ich wystepowanie
bardzo rzadko i tak A. L. Le Rosen i Zechmeister (10) wykryli
je dawniej u irgi (Cotoneaster occidentalis), i u Pyracantha coccinea,
a ostatnio T. W. Good win (5) podaje, ze znalaz} te barwiki w wiegkszej
ilosci w owocach Cotoneaster frigida i Cotoneaster hebephylla (32—41%o
sumy ksantofili), a w mniejszej koncentracji u Capsicum annuum, Pyra-
cantha flava, Sambucus nigra i Rosa rubrifolia, (4,5—14,6%). Ich miesza-
niny autor nie rozdzielit. Nam réwniez nie udalo sie ich doktadnie i czysto
rozdzieli¢c przez rechromatografowanie. Barwik warstwy 7a dawal ze
stezonym kwasem solnym intensywnie niebieskie zabarwienie, za$ barwik
warstwy 6 dawal zabarwienie znacznie stabsze (przy tej samej koncen-
tracji). Oba barwiki stanowily razem 19,3% ogélnej sumy karotenoidéow
a 21,4% ogodlnej sumy ksantofili.

Oproécz luteiny znalezliSmy druga pochodng karotenéw — zeaksantyne.
W warstwie 5-ej wystepowala ona w postaci dwuestru i stanowita 8,6%
ogblnej sumy karotenoidow i 9,2% ogélnej sumy ksantofili. Dawniejsza
literatura notuje jej wystepowanie w purpurowych dojrzalych owocach
Physalis Alkekengi (P. Karrer, E. Jucker i K. Steinlin —
8), nadto w owocach kaki (Diospyros kaki) (P. Karrer, E. Krauss
i AlZubrys —6), a jako glowny karotenoid w owocach palmy
(Cycas revoluta) (C. Manunta, — 11). T. W. Goodwin (5) znalazl
ja w wiekszosci badanych ostatnio roslin jagodowych, przy czym dla
rokitnika i dla wiciokrzewu pomorskiego byla ona gléwnym karo-
tenoidem (40,5—57,1° ogélnej sumy), a u innych jej udzial w ogélnej
sumie wynosil od 4,2—23,7%. A. L. Curl i G. F. Bailey (1, 2)
znalezli ja niedawno w soku pomaranczy Valencia w ilosci do 15%0
ogdlnej sumy.

Dwuepoksyd zeaksantyny czyli auroksantyne znalezlismy w formie
estru (5,7% ogolu karotenoidéw a 6,1% ogétu ksantofili). Jest to charak-
terystyczny pigment kwiatéw. Natomiast w owocach wystepuje rzadko.
T. W. Goodwin (5) znalazl ja w malej koncentracji tylko w trzech
przypadkach: Crataegus oxyacantha — 14,9%0 — Lonicera japonica — 6%,
Lonicera periclymenum — 13%, a A. L. Curl i G.F. Bailey (2)
w soku pomaranczy znalezli tylko 2,1% calosci.

Z nowych rzadko wystepujacych typéw karotenoidéw stwierdziliSmy
w przedostatniej warstwie na kolumnie obecnos¢ kapsantyny w iloSci
1,99/p ogolnej sumy karotenoidow, a 2,0% ogdlnej sumy ksantofili. Ten
tvpowyv dla papryki karotenoid zostal wykryty przez L. Zechmei-
stera i L. Cholnoky (14) w Capsicum annuum i Capsicum fru-
tescens. Rowniez T. W. Good win (5) wykry! jg cbok luteiny jako drugi
glowny skladnik karotenoidéw dwoéch badanych gatunkéw berberysu
w sladowych ilosciach.
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Wszystkie zidentyfikowane przez nas ksantofile wystepuja w formie
estréow. Jak wiadomo ta forma wystepowania jest cechg charakterystycz-
na ksantofili owocéw. Natury kwaséw estrowych nie badaliSmy. Jak
wynika z dostepnej nam literatury przewaznie jest ona nieznana.

A.L.Curl i G. F. Bailey (1, 2), ktorzy dokiadnie badali forme
wystepowania ksantofili w soku pomarancz metoda ekstracji przeciw-
pradowej stwierdzili réwniez, ze luteina i zeaksantyna wystepuja
glownie jako estry a tak samo (5, 6) epoksydy a np. antheraksantyna
wylacznie jako ester, natomiast ich izomery furainodowe zaréwno
w formie wolnej jak i zwigzanej.

OGOLNE WNIOSKI

Gléwnym karotenem owocéw berberysu zwyczajnego jest f-karoten,
zas glownym ksantofilem luteina, ktérej towarzysza w pokaznej ilosci
jej furanoidowe epoksydy -— flawoksantyna i chryzantemaksantyna.
Drugim karotenolem jest zeaksantyna, ktéra wzraz ze swoim dwuepoksy-
dem furanoidowym tzw. auroksantyng wystepuje juz w znacznie mniej-
sze]j koncentracji. Stwierdzono, ze najmniejszy procentowy udzial w ogol-
nej sumie ksantofili miat ketokaroteroid — kapsantyna (2%).

Pomiary widm absorpcyjnych karotenoidéow byly wykonywane w P.ZH. w War-
szawie w Zakladzie Prof. A. Szczygta i w Zakladzie Chemii Fizycznej UMCS
Prof. Dr A. Waksmundzkiego w Lublinie. W pierwszym przypadku wykony-
wala je Mgr B. Diet], asystent zaktadu, za co Jej serdecznie dziekujemy. Rowniez
dziekujemy Adiunktowi Dr E. Soczewinskiemu za okazang nam pomoc.
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PE3IK ME

ABTOp 3aHAJICA TOYHBLIM MCCJIEJOBAaHMEM HAJMYUA KapOTEHOMIOB B 3pe-
JbIX Aroxax Gapbapuca obbikHOBeHHOro (Berberis vulgaris).

B npeobyafarolleM KOJMYECTBE MMEIOTCHA B HUX KCAHTOMMJIBI, COCTa=
paawonye 95% oT BCero X0JMYECTBAa KapOTEHOMAOB. JVIX KOHUEHTpauug
cocraBiasier 15,1 pr/r cBexeit mMaccel MaKOoTH T.e. 9,8 ur/r cBexeil Macchl
AroAbl B LIEJIOM, B TO BpeMA KaK KOHILIEHTPaUMs KapOTMHOB (NpeumylLie-
cTBeHHO BeTa-anbda B ciefnax) OblIa ropa3fo HM3LIENH UM COCTABJIAJIA COO-
TBeTcTBeHHO 1,1 ur/r u 0,7 pr/r.

F'naBHBIM KCAaHTOMMIIOM IJIOAOB ABJAETCA JIOTEUH, MOABJAKLUMIACA
COBMeCTHO ¢ PyPaHOMAHBIMM SMIOKCUAAMU — (DIABOKCAHTMHOM ¥ XPU3aH-
TEMAKCAaHTUHOM; APYTUM JXe NMpeCTaBUTEJIEM 3TOM IpyNINbl ABJIAETCA 3€a-
KCaHTUH BMECTE CO CBOMM (PypaHOUAHLIM AMSIIOKCUAOM - ayPOKCAHTIHOM.

B obweit cymme KCaHTOMIIOB HaMMeHbllee MPOLEHTHOE YyHacTHe
0Ka3aJIoch 3a KETOKApOTEHOMAOM — KarncaHTuHoM (2%0).

Y CTaHOBJIEHO, YTO BCe KCAHTO(MINBI BBICTYNAlOT B BUAE I3(PUPHBIX
coeaVHeHUN.

U3 obuiero umcna 10 murMenrtos, pa3fesIeHHBIX XpOMaTOrpaduyecky,
He yZaJiocb MAEHTUPULUMPOBATL ABA IMIMEHTAa M3 -3a UX OYEHb HU3-
KOM KOHILIEHTPAaLUM.

IInrmeHTh! Gapbapuca 0GBLIKHOBEHHOTO pa3fAeJIAiMCh INIaBHBIM oOpa3om
Ha KoJloHKe n3 Ca(OH), kpome TOro 6bLIM MCIOJIL30BAaHLL B KayecTBe aj-
copbentoB MgO + Hyflo supercel, Al;O3, a ana pexpomaTorpadupoBaHuUsI
6b111 ynorpebaensr CaCO; u ZnCO;.

TIurmMeHTEI UMAEHTHMOUUIMPOBAJIUCL U3MEpPEeHMEeM #uX abcopbIMOHHBIX
CMIEeKTPOB, NPy MOMOLIN IBETHHIX PEAKLMIA C COJIBHOI KUCJIOTOM, a TaKKe
Ha OCHOB2HMM PacCITOJIOXKEHMUA HA XpOMaTOorpamme.

Ceepx TOr0 aBTOP pacCMaTPUBaJ NOBEAEHME NMUIMEHTOB Nepesn OMblie-
HMEM U TIOCJIe OMBINIeHMA, nMpU GHa30BOM pas3AeSIEHUMN.

I'naBHBI KapPOTEHOMA — JIIOTEMH — OBLT MOJyYeH B BuUAe TUMUYHBIX,
Xopo1o cOPMUPOBAHHBIX KPUCTAJJIOB.
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Pic. 1. AGcop6uHOHHBE CNEKTPH JlOTeHHa B meTposiefiHoM adHpe; a — HaHHHWE H3 JuTe-
patypn, 6 — cnektpn (Berberis vulgaris).

Puc. 2. Kpucraann JjloTeHHa H3 MeTaHoa 3(QHPHOro pacTBopa.

Ta6. 1. Xpomarorpamma sron Gap6apuca Ha konoHke H3 Ca(OH), 30 cm/3,5 cM. Bec
aroa 500 r. konnyecTBo =kcTpakta 10 ma. [lposiBaenne nerpoaedubiM 3¢HpOM. 30HH
0603HauyeHH HOMEPAMH COOTBETCTBEHHO K YMEHbLUAIOWeNCcs CHae alcopOuHu.

Ta6. 2. Xpomartorpamma naomos 6ap6apuca Ha Kosnohke H3 MgO + Hyflo supencel (1:1)
12 cm/1,2 cM. Bec sarox 30 r. xonuuectBo 3Kctpakta 1,5 ma. TlposiBnenue 15%
aueToHoM B nerpoJjefiHoM >¢upe. 30Hb 0CO3HaYeHH HOMEpPaMH COrJ1acHO C YMeHb-
walouecss cHaoi aacopbuuu.

Te6. 3. Xpomatorpamma njomos Gap6Gapuca Ha Koaonke u3 Ca(OH), 15 cm/2 cm. Bec
aroq 50 r, KoaHuecTBO 3KCTpakTa 2 MJ. IlposiBneHHe merpoJieAHHM 3¢HPOM. 30HH
0603HaueHH HOMEPaMH COrJacHO ¢ yMeHblualowefics ciuaoft aacopOuum.

Ta6. 4. PasgeneHHe KapoTeHOHAOB, cOaepxallHxcsi B sromax Gap6apuca (Berberis vulga-
ris) Ha KosoHke H3 Ca(OH), 12 cm/1,2 cm. Bec Mmsakotd 10 r, KonuuecTro 3Kc-
Tpakta | Ma. IlposiBneHne nerponefiHbM 3HpoM. 30HW 0603HauYeHH HOMepaMHu
COOTBETCTBEHHO K yMeHblualowefcs CHae aacopOuHH.

Tu6. 5. KoHuenTpauus oraenbHbIX KapoTeHOHAOB B siromax Gap6apuca (Berberis vulgaris).
Cyxas Macca MAKOTH = 22,7%, cyxas Macca ueanX miogoB = 34%. Mskotb coc-
TaBaser 650 Macchl AroOgbl.

Tu6. 6. KonnyectBo KapoOTHHOB M KCAaHTOGMANOB B mMpouenTtax OT o6uiero KOoaHYecTBa
KapOTEHOH/0B.

Ta6. 7. KouueHTpauusi OTAEJAbHLIX MHTMEHTOB B MpouelTax OT o6uiefl CyMMb KapOTEHOHZOR
H KCaHTOQHJIOB.

SUMMARY

A detailed survey of carotenoids which occur in ripe berries of
Berberis vulgaris was carried out.

The majority of carotenoids consist of xanthophylls, 95 per cent of
the total amount of the carotenoids. Their content is 15.1 ng/g of the
pulp of Berberis vulgaris i.e. 9.8 ng/g of the wet weight of the whole
fruits. However, the content of carotenes, chiefly that of beta isomer
(alfa isomer in traces) was much lower, 1.1 ug/g and 0.7 ug/g respecti-
vely. Detailed quantitative distribution of carotenoids is recorded in
Tables 5, 6, 7.

The major xanthophyll in the fruits of Berberis vulgaris is lutein,
with an addition of furanoid epoxide flavoxanthin and chrysanthema-
xantin. The second constituent in this group is zeaxanthin with its
di-epoxide furanoid, i. e. auroxanthin.

The smallest constituent of the total xanthophylls content was keto-
carotenoid, i.e. capsanthin (2 per cent). It was established that all
xanthophylls occur in the form of esters. Among 10 pigments which
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were chromatographically separated the authors failed to identify 2
pigments because they occurred in very low concentrations.

Pigments of Berberis vulgaris were chiefly separated on chromato-
graphic column of Ca(OH),, using Mg + Hyflo supercel, Al,0; as
adsorbents, and CaCOj; as well as ZnCO; for rechromatographic separation.

They were identified by the measurement of their absorption
spectra as well as by their colour reactions of HCl and their position
in a chromatogram.

An examination of the pigments before saponificaticn and after it
was also carried out by phase separation.

The major carotenoid, lutein, was obtained in the form of character-
istic well developed crystals.

Papicr druk. sat. 111 ki 80 g 70 x loo. Druku 23 atr.
Annales UM.C.S. Lublin 1960. lub. Druk. Pras.—Lublin Uniekad. Zam. 2863 13.VIl.60.
1.100 + 210 odbitek. W-2 Data otrzymania manuskrypiu 13.Vil.60. Data ukofczenia druku 2.111.61.
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