CAROTENOIDE.
DOZAREA CAROTENULUI DIN MORCOV
- laborator -

Carotenoidele sunt substante de naturd terpenoidica, cu un numar de 40 de atomi de
carbon in moleculd, de culoare galbena, portocalie sau rosie, ce prezintd proprietdti puternic
lipofile. Acestea se gasesc in multe specii, pornind de la pigmentii colorati din bacterii si pana
la majoritatea plantelor superioare.

Structura carotenoidelor se particularizeaza prin faptul ca acestea prezinta in molecula
40 de atomi de carbon si un numar considerabil de duble legdturi conjugate. Exista mai multe
tipuri de clasificari, cele mai simple fiind cele care grupeaza acesti compusi in incolori si
colorati, respectiv in caroteni (pentru hidrocarburile carotenoidice) si xantofile (pentru
compusii oxigenati).

Un sistem mai natural, de considerare structurald dar si de clasificare este cel prin care
se face distinctia intre carotenoidele aciclice, monociclice si biciclice, indiferent daca este
vorba de hidrocarburi sau compusi oxigenati deoarece, linia de biosinteza fiind aceeasi,
oxigenarea reprezintd o etapa colaterald pentru oricare dintre structurile hidrocarburii de baza.

» in functie de structura chimica.

- hidrocarburi carotenoidice sau carotine;

- derivati oxigenati ai hidrocarburilor sau xantofile;

- esteri, eteri, glicozide ale xantofilelor si epoxizi ai hidrocarburilor;

- ceto- si aldocarotenoide;

- acizi carotenoidici;

- carotenoide cu cicluri aromatice;

- carotenoide acetilenice;

- carotenoide alenice;

- carotenoide cu pentaciclu.

» in functie de numarul de atomi de carbon in molecula:

- cu 40 — 50 atomi de carbon: homocarotenoide sau carotenoide superioare;

- cu 40 atomi de carbon: carotenoide;

- cu 20 — 40 atomi de carbon: apocarotenoide sau carotenoide degradate;

- cu 30 atomi de carbon: diapocarotenoide.

» in functie de natura sistemului polienic:

- cu sistem polienic normal;

- cu sistem polienic de forma retro.

Ca structura aciclica tipica se prezinta structura licopenului (licopina), din fructele de
tomate, hidrocarbura tetraterpenoidica cu 13 duble legaturi. Numerotarea este realizata dupa
un sistem simetric care presupune formula ca o bis-diterpena.

Prin inchiderea capatului catenei polienice, datoritd structurii pseudociclice si ca
urmare a unui proces de ciclizare, se formeaza structura B-iononica, tipica pentru grupa
carotenoidelor.
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Pentru denumirea carotenoidelor (care sunt in jur de 500) se foloseste de obicei
nomenclatura nesistematica, ce utilizeaza de cele mai multe ori sursa de obtinere (caroten
provine de la carrot — morcov), dar s-a dezvoltat si o nomenclaturd sistematicd ce ia in
considerare tipul de grupa terminald de la capatul lantului polienic (exista sapte astfel de
grupari terminale). De exemplu, a-carotenul este, conform acestei nomenclaturi, B,e-caroten.

Carotenoidele pot fi separate prin extractie cu solventi organici nepolari (benzen, eter
de petrol, eter etilic) si distilare cu obtinerea carotenoidelor brute, ce mai confin si alte lipoide.
Purificarea se face prin hidroliza bazica a lipoidelor si esterilor carotenoidelor si cristalizarea
carotenilor din eter de petrol — metanol. O purificare mai avansata se face prin fractionare pe
coloand cromatografica.

In stare purd carotenoidele sunt substante solide cu punct de topire apropiat de 200°C
(B-carotenul are intervalul de topire 181 — 184°C). Culoarea lor variaza in solutie, in functie
de concentratie, de la galben la rosu. Carotenoidele hidrocarbonate pure sunt de culoare rosie,
iar xantofilele prezintd diverse nuante de galben. In general, carotenoidele sunt puternic
lipofile, foarte labile, usor oxidabile, indeosebi in prezenta aerului, caldurii si luminii.

Pentru identificarea carotenoidelor se folosesc diverse reactii de culoare (coloratie
albastra cu triclorura de stibiu in solutie cloroformicd), cromatografia in strat subtire sau pe
hartie impregnati cu oxid de aluminiu, spectroscopiile UV, IR, *H-RMN si MS.

Pentru dozare nu existd o metodd generala, existind o metoda volumetricd pentru
determinarea B-carotenului din produse vegetale. O separare eficienta a P-carotenului se
obtine la trecerea solutiei extractive pe o coloand de oxid de aluminiu si eluarea zonei
corespunzatoare carotenului, apoi fotometrare. Metodele utilizate astdzi sunt cele
spectrofotometrice, unde se pune insa problema unor etaloane cu grad de puritate Tnalt.



Scopul lucrarii
In lucrare se va urmari identificareca si dozarea carotenului din morcovi i
aprofundarea studierii colorantilor naturali prin metode spectrofotometrice.

Mod de lucru:

Pentru separarea si dozarea carotenului se va utiliza metoda spectrofotometrica, ce
presupune extractia pigmentilor liposolubili, cromatografierea acestora pentru indepartarea
clorofilelor si hidroxicarotenilor, apoi determinarea spectrofotometrica a carotenilor exprimati
ca f-caroten.

A. Reactanti

(a) Acetona — uscata, libera de alcool. Pentru uscare se trateaza cu NaSO4 anhidru si
se distila de pe Zn granular de circa 10 mesh;

(b) Hexan comercial — cu interval de fierbere 60 — 70°C; se distila de pe KOH;

(c) Adsorbant — Magnezie activata,

(d) Pamdnt de diatomee

B. Extractia

Se taie marunt materialul vegetal cu ajutorul unui cutit sau se macina cu ajutorul unui
robot de bucatarie. Daca analiza nu se realizeaza imediat, se introduce proba in apa fiarta timp
de 5 — 10 minute si se stocheaza la rece. Se introduc 2 — 5 g proba céntarita exact intr-un
extractor cu agitare intensa, se adauga 40 ml acetona, 60 ml hexan si 0.1 g MgCOs si se agita
5 minute. Se filtreaza la vid sau se lasd sa stea pand se separa straturile si se decanteaza
supernatantul Tntr-un separator. Se spala reziduul de doua ori cu cate 25 ml acetona, apoi cu
25 ml hexan si se combina extractele. Se spald acetona din extract cu cate 100 ml apa in cinci
portiuni, se transfera stratul superior intr-un balon cotat de 100 ml ce contine 9 ml acetona si
se dilueaza la volum cu hexan. Se poate utiliza pentru extractie si alcool in locul acetonei. Se
vor folosi 80 ml alcool si 60 ml hexan la extractia prin agitare, restul volumelor fiind identice
cu cele ale acetonei.

C. Separarea pigmentilor

Se introduce un amestec de magnezie activata — pamant de diatomee (1:1) intr-un tub
cromatografic de 175 x 22 mm subtiat la partea inferioara la 10 mm. Pentru preparea coloanei
se pune putind vata de sticla sau de bumbac 1n interiorul tubului si se adauga adsorbant pe o
inaltime de 15 cm, apoi se conecteaza coloana la un sistem de vidare cu trompa de apa. Pentru
presarea usoara a adsorbantului se utilizeaza un instrument cu capat plat (coloana impachetata
trebuie sa aibd aproximativ 10 cm inalfime). Se adaugd apoi un strat de 1 cm de Na2SOg4
anhidru peste adsorbant.

Cu sistemul de vacuumare conectat se introduce extractul in coloana. Se utilizeaza 50
ml amestec acetond — hexan (1:9) pentru developarea cromatogramei si se spald carotenul
vizibil prin adsorbant. Pe parcursul Intregii operatii se mentine partea superioard a coloanei
acoperita cu un strat de solvent.

Se colecteaza eluatul (carotenii trec rapid prin coloand; benzile de xantofile, produsi
de oxidare ai carotenilor si clorofile trebuie sa ramana in coloana la finalizarea operatiei). Se
transfera eluatul, care va avea un volum mai mic datoritd pierderii unei parti din solvent prin



vacuumare, intr-un balon cotat de 100 ml, se dilucaza la volum cu acetona — hexan (1:9) si se
determind continutul de caroten prin fotometrare.

D. Determinare

Se masoara A rapid pentru minimizarea pierderilor prin izomerizare si oxidare (la
inceput se calibreaza spectrofotometrul prin citirea unei solutii standard la intervale de 1 nm
intre 431 si 441 nm; maximul trebuie sa fie la 436 nm).

Se determina A pentru fractiunea carotenica la 436 nm, corectandu-se volumele de
solutie pentru a obtine A intre 0.25 si 0.75.

E. Calcul

Se va utiliza ecuatia urmatoare pentru a obtine concentratia de caroten, in care b —
lungimea cuvei in cm; d — factorul de dilutie (g proba x ml extract din coloana) / (50 ml faza
superioard x ml dilutie finald); f — factorul de deviatie al instrumentului (0.460 / A4zs).

Concentratia fractiei de caroten (mg/g) = 1/453.59 X (Aszs X 454 x ) / (196 x b x d)



