Dozarea carotenilor in plante

Principiul metodei. Materialul vegetal se tritureaza cu un amestec de sulfat de sodiu anhidru si oxid de
calciu,care retin substantele colorate in afara de caroteni. Pentru a preveni descompunerea carotenilor in mediu
acid se adauga la amestec carbonat de sodiu anhidru. Carotenii din amestecul triturat se extrag cu acetona si eter de
petrol sau benzina. In extractul obtinut se determind colorimetric, direct sau dupa o prealabild purificare
cromatografica pe coloana cu oxid de aluminiu continutul de caroteni in materialul analizat.
Reactivi

acetona

hexan p.a.

sulfat de sodiu anhidru

oxid de calciu

carbonat de calciu anhidru

eter de petrol sau benzina

fosfat dicalcic

solutie etalon de azobenzen. Se dizolva 14.5 mg de azobenzen (recristalizat din alcool etilic) in 100 ml etanol

96%. Intensitatea culorii acestei solutii corespunde cu cea a unei solutii continand 0.00235 mg caroten intr-un

ml.

9. Solutie etalon de dicromat de potasiu. Se dizolva 72 mg dicromat de potasiu in 100 ml apa distilata. Extinctia
acestei solutii corespunde unui continut de 0.00416 mg caroten intr-un ml solutie.
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Mod de lucru

Extractia produselor vegetale uscate.
Intr-un flacon conic cu dop rodat se introduce o cantitate exact cantaritd de material vegetal maruntit cat mai fin
posibil. La un continut in caroten mai mare de 10 mg% se va lua 1 g material, la 5 mg% se vor lua 2 g sau 4 g la un
continut mai mic de 5 mg%. Se adaugd 30 ml amestec de acetoni cu hexan (3:7) si se lasid la temperatura camerei,
timp de 15 — 24 de ore, la intuneric.

Extractul se filtreaza prin decantare intr-un balon cotat de 100 ml continand 9 ml acetona, se spald reziduul
de cateva ori cu volume mici de hexan si se completeaza la semn cu acelasi solvent.

Extractia materialului vegetal proaspat

O proba de 0.1 — 10 g (in functie de continutul presupus de caroteni) din materialul vegetal proaspat, in
prealabil maruntit, se tritureazd intr-un mojar cu o cantitate dubld de nisip de cuart sau sticld pisatd, pana la
completa disparitie a elementelor structurale vegetale si obtinerea unui amestec omogen. Deoarece carotenii sunt
instabili la pH acid, in timpul mojararii se adaugd un varf de spatuld de carbonat de sodiu anhidru pentru
neutralizarea acizilor. De asemenea se adugd o cantitate de sulfat de sodiu anhidru aproximativ egald cu aceea a
probei cantdrite cu scopul de a fixa apa din materialul vegetal si o cantitate echivalenta de oxid de calciu, pentru
retinerea clorofilei si xantofilei. Amestecul se mojareazi pani se transforma intr-o pulbere fina de culoare galben-
verzuie.

In mojar se pipeteaza 5-20ml de acetona si se continud mojararea inca citeva minute. Apoi continutul
mojarului se trece cantitativ intr-un pahar Berzelius de 50ml sau intr-o eprubeta, spalind mojarul de mai multe ori
cu cantitdti mici de acetond. Dupa ce materialul se lasad timp de 15-20 minute in contact cu acetona, se varsa
amestecul acetonic, prin decantare, intr-o pilnie de separare. Se repetd extractia materialului din pahar sau
eprubetd, cu cantitati mici de acetond de 4-10 ori. pind cind acetona folosita in acest scop rdmine incolora.

Extractul acetonic din pilnia de separare se amesteca cu 10-20ml de benzina sau eter de petrol. Acetona din
amestec se indeparteaza prin spalare cu apa distilatd. In acest scop se introduc in pilnia de separare 10-20ml apa
distilata si se agita usor.

Se asteapta citeva minute pina are loc separarea distincta a doua straturi de lichide. Stratul inferior aposo-
acetonic se elimina din pilnie cu atentie. Se repetd spilarea extractului din pilnie cu apa inca de 2-3 ori. Ca rezultat
carotenii trec complet in stratul de benzina sau de eter de petrol.



Solutia benzinicd sau eterica se usucd de urmele de apa prin amestecare cu 1-5g sulfat de sodiu anhidru,
urmatd de filtrare. La filtratul obtinut se adauga 0,5-1g fosfat dicalcic pentru izolarea clorofilei si xantofilei. Solutia
de caroteni se filtreaza si se completeaza la volum cunoscut cu benzina sau eterul de petrol. -

Dozarea colorimetrica directi a crotenilor in solutia benzinicd (eterici). Masurarea intensitatii culorii
solutiei benzinice de caroteni, obtinutd in modul descris sus, se poate efectua la spectrofotometru, folosind
lungimea de unda de 450 nm (filtru albastru), iar pentru compensatie benzina sau eterul de petrol.

Dozarea carotenilor dupa separarea prin cromatografia de adsorbtie pe oxid de aluminiu. ‘
Separarea carotenilor de pigmentii insotitori se realizeazi cu ajutorul cromatografiei si adsorbtie pe oxid de
aluminiu,cu folosirea in calitate de fazd lichida a eterului de petrol.. La partea inferioara a unei _coloane
cromatografice ,cu lungimea de 12-16cm si diametrul de 1-1,5cm se fixeazi un tampon de vatd de sticla sau
medicinala de 0,5-1cm grosime. In coloana se introduc portiuni mici de oxid de aluminiu cu umiditate de 4%,tasind
usor cu o baghetd de sticla adsorbantul. Inaltimea stratului de adsorbant trebuie sai atingd 7-10cm. Deasupra}
adsorbantului se asazd un strat de vati si unul de sulfat de sodiu anhidru,cu grosimea de 0,5cm.Solutia df: ca.rotenl
in eter de petrol se filtreazd prin coloani cromatografica cu o vitezd de 60 picdturi pe minut. In tlmpg!
cromatografierii este necesar ca deasupra umpluturii coloanei sa fie tot timpul un strat de solvent, intrucit carotenii
se oxideaza la contactul cu serul. Dupa adsorbtia solutiei de caroteni pe oxidul de aluminiu, adsorbantul se spala cu
eter de petrol pana ce zonele galbene de caroteni se elueazi complet din coloand. Spalarea coloanei se considera
terminatd, cénd eluatul devine transparent. Solutia de caroteni se aduna intr-un balon cotat de 25-50 ml si se
completeazi cu eter de petrol la semn. Cantitatea de caroteni in eluatele obtinute se determina prin colorimetrare la
450nm, fata de eterul de petrol.

Calculul rezultatelor. Pentru calcularea continutului de caroteni in probe se masoard in aceleasi conditii
extinctia solutiei etalon de azobenzen sau dicromat de potasiu.

Cantitatea carotenilor in materialul vegetal cercetat se calculeazi dupa formula urmatoare:

mg caroteni% = E.a.v.100/E,.p
unde:
- El = extinctia probei de cercetat;
- E2 = extinctia solutiei etalon; -
- a=mg de caroteni intr-un ml solutie etalon (0,00235 mg in cazul solutiei de azobenzen si 0,00416 mg daca s-a
lucrat cu solutia de dicromat de potasiu):
- v =volumul solutiei de caroteni, ml;
- p = greutatea materialului luat pentru analiza, g.



