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Rezumat:

Tema tezei de doctorat a urmarit obtinerea unor extracte
carotenoidice din diferite materiale vegetale, caracterizarea acestora si
valorificarea lor. Materialele vegetale luate in studiu apartin familiilor:
Gramineae (diferiti hibrizi noi de porumb), Compositae (flori de
galbenele), Papaveraceae (rostopasca), Elaegnaceae (fructe de catina
albd), Rosaceae (fructe de piersic) si Rutaceae (fructe de portocal) si
au fost alese datorita continutului lor bogat in pigmenti carotenoidici.
Studiul efectuat are un caracter interdisciplinar si a facut apel la mai
multe domenii cum ar fi: biochimie, microbiologie, chimie organica,
chimie analitica, statistica, reologie, farmacie, industrie alimentara,
zootehnie etc.

Teza de doctorat este structurata in doua parti principale:

e Prima parte: ,Stadiul cunoasterii in domeniu”, Tn care sunt
prezentate consideratiile teoretice generale cu privire la carotenoide:
clasificare, structura chimicd, nomenclatura, raspandirea lor in natur3,
proprietdti fizice si chimice generale, metode de extractie, identificare
si dozare, precum si aplicatiile lor in medicind, farmacie, cosmetica,
zootehnie, industria alimentara.

e Partea a doua: ,Contributii proprii”, in care sunt prezentate datele
generale privind plantele studiate, metodele de extractie si de analiza
a extractelor carotenoidice obtinute, ca si modalitatile de aplicare in
practicd a acestora in domeniul farmaceutic, zootehnic si al industriei
alimentare.
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1. INTRODUCERE

Carotenii sau carotenoidele sunt pigmenti neazotati cu structura
poliizoprenicd, universal raspanditi atat in tesuturile vegetale céat si in cele animale.
Existd doud tipuri majore de pigmenti carotenoidici: clasa hidrocarbonatad sau
carotinele si clasa oxigenatd sau xantofilele. Acesti compusi imprima culoare
galbena, rosie sau portocalie tesuturilor in care se afla, datorita numarului mare de
duble legaturi conjugate pe care le contin [1]. Exista Tnsa si cativa compusi
necolorati care sunt inclusi in clasa carotenoidelor. Denumirea de carotenoide a fost
propusa de Wackenroder care in 1831 a izolat aceste substante din morcov. In 1837
Berzelius a denumit pigmentii galbeni din frunzele de toamna, xantofile. Aceste date
au marcat inceputurile cercetarilor privind compusii carotenoidici si apoi dezvoltarea
continuéﬂ care a avut loc [1-3].

In regnul vegetal, compusi carotenoidici se gdsesc in toate organele
plantelor superioare si inferioare atat clorofiliene, cat si neclorofiliene. Se afla, de
asemenea in alge, ciuperci si bacterii [1,4].

Pigmentii carotenoidici sunt sintetizati numai de catre regnul vegetal.
Animalele, atat cele vertebrate, cat si cele nevertebrate, precum si omul, nu au
capacitatea de a sintetiza carotenoide, acestea trebuind s3d fie aduse in aceste
organisme prin hrana [5]. Omul si animalele au capacitatea de a absorbi, depozita si
transforma carotenoidele. Depozitarea acestora are loc, in primul rénd, in tesutul
adipos, apoi in ovare, in sange si lapte, precum si in galbenusul de ou.

Pigmentii carotenoidici, in marea lor majoritate substante cristalizate, sunt
insolubili in apa, dar solubili in solventi organici (benzen, cloroform, eter etilic) si
grasimi. Din acest motiv, unii autori le atribuie denumirea de lipocromi. Toate
carotenoidele prezinta spectre de absorbtie specifice in U.V. si VIZ., care servesc la
identificarea si dozarea lor. Aceste substante sunt sensibile la luming, caldurd,
oxigen si acizi [4]. In naturd, carotenoidele sunt protejate de structura celulara -
distrugerea acesteia determina vulnerabilitatea carotenoidelor la degradari [5].

Pana in prezent au fost identificati peste 700 de compusi carotenoidici [6].

Rolul biochimic al carotenoidelor, a trezit si trezeste inca interesul multor
specialisti din diferite domenii. Astfel, este cunoscut rolul esential al carotenoidelor
pentru plante: in procesul fotosintezei, in respiratie, in fecundatie, transferul
energiei absorbite la clorofile, in protectia impotriva fotooxidarii distructive. Fara
carotenoide, fotosinteza intr-o atmosfera oxigenata ar fi imposibila. De asemenea,
compusii carotenoidici intervin in buna desfdsurare a unor procese biochimice
importante din viata animalelor si a omului: in procesul vederii (provitaminele A), in
crestere si reproductie; mai recent, au fost recunoscute efectele protective ale
carotenoidelor impotriva unor perturbari serioase cum ar fi: cancerul, bolile de
inima, si au fost stimulate cercetarile intensive privind rolul carotenoidelor ca si
antioxidanti si ca regulatori ai sistemului de raspuns imunitar [2,4,7-12].

Datorita proprietatilor lor deosebite, acesti pigmenti sunt utilizati tot mai
mult in diverse domenii: agriculturd, zootehnie, farmacie, industria alimentar3,
medicind, cosmetica [1, 4].
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Provitaminele A sunt carotenoidele care pot fi scindate oxidativ la retinoli
(vitamina A). Astfel, ca si provitamine A, functioneaza: a-, p-, y-carotenul,
criptoxantina si 5,6-epoxizii p-carotenului. Provitaminele A pot fi sintetizate numai
de catre plante si microorganisme. Animalele si omul contin, in special la nivelul
mucoasei intestinului subtire si In cantitate mai mica in ficat, muschi si plamani,
enzime care pot converti provitaminele A ingerate, in vitamina A (figura 1). [13,14].

Rol de provitamina A mai prezinta p-apo-carotenalii si p-apo-carotenolii,
metaboliti ai provitaminelor A care se afla atat in regnul vegetal cat si in regnul
animal.

Cea mai importanta dintre toate provitaminele A este pB-carotenul.

Provitamina A Esteri ai vitaminei A

Retinol (vitamina A)
“retino/-dehidrogenaza
Retinal
* retinal-oxidaza
Acid retinoic

Figura 1 - Transformari “in vivo” ale provitaminelor A in organismul uman si animal [14].

In anul 1975 a fost introdusd notiunea de retinoide [15].. Acesti compusi
sunt analogi structurali ai retinolului, deosebindu-se de acesta prin structura catenei
polienice, ciclul iononic si gruparea functionala.

In cadrul prezentei teze de doctorat obiectivele urmarite au fost:

e Obtinerea unor extracte carotenoidice din diferite materiale vegetale:
cereale, plante medicinale, fructe.

e Caracterizarea extractelor obtinute prin:

- determinarea continutului de p-caroten si carotenoide totale din
extracte, prin cromatografie de lichide de inalta performanta cu faza inversa (RP-
HPLC);

- determinarea activitatii antioxidante a extractelor carotenoidice
obtinute utilizand metoda cu radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH);

- determinarea continutului in elemente minerale din materiile prime si
extracte prin spectrofotometrie de absorbtie atomica;

- studiul comportamentului microbiologic al extractelor carotenoidice
obtinute in vederea determinarii actiunii lor antimicrobiene asupra unor specii de
microorganisme patogene.

Ca si aplicatii practice directe s-au urmarit:

e Obtinerea unor unguente terapeutice prin inglobarea extractelor obtinute
in baze de unguent potrivite si testarea externd din punct de vedere al difuzibilitatii
epidermice precum si al efectului epitelizant, cicatrizant si antimitotic al acestor
extracte.

e Determinarea caracteristicilor reologice ale unguentelor obtinute.

e Aplicarea unor furaje mbogatite In pigmenti carotenoidici in hrana
pasarilor ouatoare si studiul efectelor acestora asupra continutului de carotenoide
din galbenusul de ou.

e Aplicarea industriald a unui extract carotenoidic la colorarea unor produse
lactate acide, in vederea realizarii unui sinergism de culoare si a imbunatatirii valorii
nutritive a acestora.
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2. STADIUL CUNOASTERII IN DOMENIU

2.1. CLASIFICAREA, STRUCTURA SI NOMENCLATURA
COMPUSILOR CAROTENOIDICI

2.1.3. Clasificarea carotenoidelor

Pigmentii carotenoidici pot fi clasificati, in functie de mai multe criterii [1,4]:
- a) dupa structura lor chimica;
- b) dupa numarul de atomi de carbon din molecul3;
. - ¢) dupad natura sistemului polienic;
a) In functie de structura lor chimica, se disting:
- hidrocarburi carotenoidice, numite carotine, alcatuite numai din atomi de carbon
si hidrogen;
- derivati oxigenati ai hidrocarburilor carotenoidice, numiti si xantofile; aceasta
clasa prezinta mai multe grupe:
- derivati hidroxilici;
- ceto- si aldocarotenoide;
- cetohidroxi- si aldohidroxicarotenoide;
- esteri, eteri si glicozizi ai xantofilelor si epoxizi atat ai carotinelor, cat si ai
xantofilelor;
- acizi carotenoidici;
- carotenoide cu cicluri aromatice.
b) Dupa numdrul atomilor de carbon din moleculd exista patru grupe de compusi
carotenoidici:
- carotenoide cu peste 40 atomi de carbon, si anume au Ca4s si Cso; acestea poarta
denumirea de homocarotenoide sau carotenoide superioare;
- carotenoide cu 40 atomi de carbon in molecula, numite simplu: carotenoide Cao;
- carotenoide cu 20-40 atomi de carbon in molecula, numite apocarotenoide sau
carotenoide degradate, deoarece rezultd prin degradarea oxidativd a
carotenoidelor Cao;
- _carotenoide cu 30 atomi de carbon in molecula sau diapocarotenoide.
¢) In functie de natura sistemului polienic, se disting:
- carotenoide cu sistem polienic normal;
- carotenoide cu sistem polienic de forma retro

2.1.4. Structura chimica
2.1.4.1. Generalitati
Compusii carotenoidici au o structurd chimica alcatuita din resturi

izoprenice, de obicei 8 unitati. Acesti compusi se formeaza in organismele vii din
unitati izopronoidice Cs si anume izopentenil-pirofosfat.
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2.2. - Clasificarea, structura si nomenclatura compusilor carotenoidici 11

CH
3 (I)H CI)H
C
CHs 1,0 > e No—p—o— p—on
& cm I I
H,CZ “HC? 2 o o

Izopren (Cs) Izopentenil-pirofosfat (Cs)

Prin condensarea acestor unitati, se formeaza mai intai unitati C,o, care, prin
condensare “coada la coada” conduc la formarea primelor carotenoide Cao.

Condensarea carotenoidelor Cs4o cu unitdti Cs conduce la formarea
carotenoidelor C4s si Cso, iar prin degradarea oxidativda a carotenoidelor C4o se
formeaza carotenoide cu mai putin de 40 de atomi de carbon in moleculd, cu unele
exceptii : carotenoidele C3o se formeaza prin condensarea a doua unitati C;s [16].

Carotenoidele cele mai importante contin in structura lor, la una sau la
ambele extremitati ale sistemului polienic, un inel B- sau a-iononic sau un sistem
pseudoiononic [4,17] (figura 2).

1
1

, ) ,
7 9 11 13 15 14 12 10 8 R
PR X X X NS X X X ™
R N7 07 Ny Ny NN N N NS

catena polienica

unde R, R =
17 16 17 16
HyC CHy HC _CHy
N N
[ ] P
18 = 18
~,” \CH3 ~,7 \CH3

inel B-iononic inel o (sau g)-iononic

CH; @
16 ¢ 17 H
II_I3C (|:H3 H3C H C]7 3
17
HC— | ?—‘hg 3 |
2 4
\3/ \ &H3 H3Cl
inel pentanic inel aromatic inel aromatic
(sau K) (sau o) (sau )
H3C\1\ 3 S, ! Y)
al i
H3C/ NN N <L " /<

Sistem pseudoiononic (sau y)

Figura 2.1. - Grupele terminale din molecula carotenoidelor si numerotarea atomilor de

carbon [4].
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12 Stadiul cunoasterii in domeniu - 2

2.1.2.2. Carotenoide cu peste 40 atomi de carbon in molecula

Incepand cu anul 1966 au fost identificate - in diferite bacterii - si
caracterizate, carotenoidele cu peste 40 de atomi de carbon in moleculd, denumite
carotenoide superioare. Acestea sunt formate din 9, respectiv 10 unitdti Cs.
Prezenta lor a fost identificata numai in bacterii nefotosintetizate [18]. In figura 3 sunt
prezentate structurile unor carotenoide Css si Cso.

el S

Nonaprenoxantina (Cas)
2-(4-Hidroxi-3-metil-2-butenil)-7’,8",11’,12'-tetrahidro-ey-caroten

Bacterioruberina (Cso)
2,2'- Bis (3-hidroxi-3-metilbutil)-3,4,3’,4'-tetradehidro-1,2,1’,2'-tetrahidro-y,y-caroten-1,1'-
diol

Figura 2.2. - Structurile chimice ale unor carotenoide Css $i Cso

2.1.2.4. Compusi carotenoidici cu 40 de atomi de carbon in
molecula

Carotenoidele cu 40 atomi de carbon in moleculda constituie cea mai
numeroasa si mai importantd clasa de carotenoide. Acestea sunt formate din 8
unitati izopentenice Cs. Sistemul lor cromofor prezinta 9, 10 sau 11 legaturi duble
conjugate. Ele pot fi atdt ciclice, cu un ciclu sau cu doud cicluri iononice la
extremitati, cat si acidice. De asemenea, sistemul lor polienic poate prezenta diferite
grade de saturare a dublelor legaturi C=C; carotenoidele C4o cu mai putin de 7 duble
legaturi in moleculda se numesc carotenoide incolore.

e Hidrocarburi carotenoidice (carotine)
a) Carotine aciclice

Acest tip de carotine prezintd sistem pseudoiononic, iar unele dintre ele au
sistem polienic scurt. [4,5]:
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y, y-Caroten
Licopen

15-cis-7,8,11,12,7',8',11’,12'-Octahidro-y,y-caroten
Fitoen

15-cis-7,8,11,12,7',8'-Hexahidro-y,y-caroten
Fitofluen

Ao b by

Neurosporen

b) Carotine ciclice

Carotinele ciclice contin la una sau la ambele extremitati ale lantului polienic
unul din ciclurile B-iononic sau a-iononic. Cele care contin 1 sau 2 cicluri B-iononice
indeplinesc rolul de provitamina A, ceea ce le confera importantda deosebitd in
special pentru organismul uman si pentru cel animal [1,5].
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SCRnaaaea s

B,p-Caroten
B-Caroten

TN .

B,e-Caroten
o-Caroten

&NNWWJ?

B,¥-Caroten
y-Caroten

(6R)-¢,¥-Caroten
8-Caroten

XAk

7,8,7',8'-Tetrahidro-B,B-caroten
n-Caroten

e Xantofile

In aceastd clasd sunt incluse atat hidroxicarotenoidele, cat si carotenoidele
aldehidice, cele cetonice, aldohidroxi- si cetohidroxicarotenoidele ; acestea pot fi
aciclice sau ciclice[1-3]:

a) Hidroxicarotenoide aciclice

Carotenoidele hidroxilice aciclice, deriva de la licopina si se gasesc in special
in bacterii fotosintetizante si in plante [1,5].
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HO—CH, \/\\)\/\\)\V\/\‘/\\/\‘/\\/\Y\/\(

¥, ¥-Caroten-16-ol
Licoxantina

CH,—OH
13-cis-1,2-Dihidro-¥,¥-caroten-1,20-diol
Rodopinol

b) Hidroxicarotenoide ciclice

Existda mai multe tipuri de hidroxicarotenoide ciclice: monociclice si biciclice,
cu sistem polienic normal sau de forma retro, monohidroxilice sau polihidroxilice;
cele mai importante contin grupele -OH pe ciclur
ile iononice.

(3R) B,p-Caroten-3-ol
B-Criptoxantina

(3R,6'R)-B,e-Caroten-3-ol
a-Criptoxantina

(3R,3'R)-B,p-Caroten-3,3’diol
Zeaxantina

..||I|OH

(3R,3'R,6'R)-B,e-Caroten-3,3'-diol
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Luteina

4',5'-Didehidro-4',5'-retro-B,p-caroten-3,3'-diol
Eschscholtzxantina

c) Carotenoide aldehidice si aldohidroxicarotenoide
Acest tip de carotenoide sunt produsi de oxidare ai hidroxicarotenoidelor.

HOM\\)\ AM/M}V/W}\/\)\

13-cis-Rodopin-20-al
Rodpinal

d) Ceto- si cetohidroxicarotenoide
Existda numeroase carotenoide cetonice si cetohidroxilice, naturale si

B,p-Caroten-4-ona
Echinenona

3-Hidroxi-B,¥-caroten-4'-ona
Rubixantina

P L

3'-Hidroxi-4',5'-didehidro-4',5'-retro-p,B-caroten-3-ona
Eschscholtzxantona
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2.1. — Clasificarea, structura si nomenclatura compusilor carotenoidici 17

by T

B,B-Caroten-4,4'-diona
Cantaxantina

At X

3,3'-Dihidroxi-4,4'-diceto-B,B-caroten
Astaxantind

e Esteri, eteri si glicozizi ai xantofilelor si epoxizi ai xantofilelor si
ai carotinelor

a) Esteri carotenoidici
Esterii carotenoidici sunt derivati de la xantofile si acizi grasi, cum ar fi
acidul palmitic:

OCO(CH,),,CH,

CH;(CH,),,C00

(3R,3'S,6'R)-B,e-Caroten-3,3'-diol-dipalmitat
Helenien, Luteina-dipalmitat

b) Eteri carotenoidici
Acest tip de carotenoide provin de la hidroxi-carotenoide care au gruparea
HO-eterificatd sub forma de eter metilic:

H, CHs
H;CO \)\:
H,C H,
Acesti compusi, denumiti si aleoxicarotenoide, sunt raspanditi in special in

bacterii si au in general o structura aciclica.

;\H/\/Q\\/Q\\/Q\\/Y\\A\‘/\ka

1'-Metoxi-3',4'-didehidro-1,2,1",2'-tetrahidro-¥,¥-caroten-1-ol
Rodovibrina
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18 Stadiul cunoasterii in domeniu - 2

c) Glicozizi carotenoidici
Acest tip de carotenoide deriva de la hidroxicarotenoide prin legarea grupei
HO- de o monoglucida. Cel mai adesea, restul de glucida este glucoza sau ramnoza.

CH,OH

)
CH,OH H 4\=<7

MO

OH

Rodopin-glicozid

d) Epoxizi carotenoidici

Primii produsi de oxidare care rezulta din catabolizarea carotenoidelor sunt
epoxicarotenoidele. Acestea pot contine oxigenul legat in diferite pozitii: 1,2; 5,6 si
5,8, atat la nivelul catenei polienice, cat si la nivelul ciclului iononic. Exista atat
monoepoxi-, cat si diepoxicarotenoide avand oxigenul legat asa cum s-a aratat
anterior. 5,8-Epoxizii se mai numesc si furanoizi. Derivatii epoxizii si furanoidici pot
proveni atat de la hidrocarburile carotenoidice, cat si de la hidroxicarotenoide.

5,6-Epozi-5,6-dihidro-,B-caroten-3,3'-diol
Anteraxantind

T SVSUURN

5,8-Epoxi-5,8-dihidro-B,3-caroten
Mutatocrom

(3S,5R,6S5,3'S,5'R,6'S)-5,6,5',6'-Diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-B,B-caroten-3,3'-diol
Violaxantina
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2.1. — Clasificarea, structura si nomenclatura compusilor carotenoidici 19

o OH

HO i 0
5,8,5',8'-Diepoxi-tetrahidro-p,p-caroten-3,3'-diol
Auroxantina
e Acizi carotenoidici
Sunt cunoscuti relativ putini acizi carotenoidici naturali din grupa

carotenoidelor Cs si sunt produsi de oxidare ai acestora [18]. In bacterii este
frecvent intalnita torularodina.

Acid 3',4'-Didehidro-p,¥-caroten-16'-oic
Torularodina
e Carotenoide cu cicluri aromatice
Acest tip de carotenoide prezinta ca si grupe terminale nu cicluri iononice,

cis 1,2,5- sau 1,2,3-trimetilbenzen. Au fost izolate din buretii de mare si din bacterii
[19,20]. Se formeaza prin aromatizarea carotenoidelor p-iononice:

\@@NNWW\J@

¢,9p-Caroten
Izorenieraten

O G e e e

¢,¥Y-Caroten
Clorobacten

e Carotenoide acetilenice
Carotenoidele acetilenice au fost identificate mai intai in alge si apoi in

animalele marine. Din punct de vedere structural, contin in sistemul polienic una sau
doua triple legaturi, in imediata apropiere a ciclurilor iononice:

BUPT
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pd
HO
HO O

Toate aceste carotenoide sunt xantofile. In figura 16 sunt prezentate
structurile chimice ale unor carotenoide acetilenice.

(3R,6'R)-7,8-Didehidro-B,s-caroten-3-ol
Crocoxantina

OH

(3R,3'R)-Tetradehidro-B,B-caroten-3,3'-diol
Alloxantina

e Carotenoide alenice

Acest tip de carotenoide se caracterizeaza prin prezenta in sistemul polienic
a uneia sau a doua grupari alenice.
A

OH

C

HO

Au fost identificate in algele brune, in unele marine, in frunze. Cele mai
importante si mai raspandite carotenoide alenice sunt [21-24]:
OH

\ Cék/\\/kVW\Y\AYéC/

OH

(3S,5R, 6R, 3'R) 6,7-Didehidro-6,7-dihidro-B,B-caroten-3,5,3"-triol
Deepoxineoxantina

HO
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C\P‘I'l\/\\/l\/\\/}/\

(3S,5R,6R,3'S,5'S,6'S)-5,6-Epoxi-6,7-didehidro-5,6,5',6'-tetrahidro-B,B-caroten-3,5,3"-triol
Neoxantina

e Carotenoide cu pentacicluri

Acesti compusi sunt carotenoide puternic oxigenate care prezintd la capetele
sistemului polienic unul sau doua pentacicluri:

OH

(3R, 3'S, 5R)-3,3'-Dihidroxi-B,x-caroten-6'-ona
Capsantina

2.1.2.4. Carotenoide cu mai putin de 40 atomi de carbon in
molecula

Prin degradarea oxidativa a carotenoidelor Cs4o se formeaza carotenoide cu
mai putin de 40 atomi de C in moleculd, denumite si carotenoide degradate. Se
cunosc mai multe tipuri de carotenoide degradate:

a) secocarotenoide - rezulta prin ruperea unei legaturi C=C si contin oxigen,

dar au tot 40 atomi de carbon;

b) norcarotenoide - rezultate din pierderea prin oxidare a unora sau a doua

resturi metilice din carotenoidele Cyp;

c) apocarotenoide - rezultate prin fragmentarea la nivelul catenei polienice

a carotenoidelor Cao.

Astfel, carotenoidele degradate cu mai putin de 40 atomi de C in molecula

se Tmpart in doud grupe: norcarotenoide si apocarotenoide [13,17].

e Norcarotenoide

Acest tip de carotenoide au un schelet cu unul sau doi atomi de carbon mai
putin decat carotenoidele Cs4o din care se formeaza [17].

HO \)\/\\)\/\\/\r\\/\(\\jgm{

o

3,3'-Dihidroxi-2,2'-dinor-B,B-caroten-4,4'-diona
Actinioeritrind (Css)
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22 Stadiul cunoasterii in domeniu - 2

e Apocarotenoide

Apocarotenoidele se formeazd prin degradarea oxidativa a diferite
carotenoide C4 si contin oxigen sub forma de -CH»-OH, -CHO, -COOH [17]. Unele
rezulta din carotenoide Cy4o aciclice sau ciclice, prin scindare la o extremitate sau la
ambele extremitati [13]; Tn locul unde se petrece scindarea apare gruparea
alcoolica, aldehidica, cetonica, carboxilica sau esterica:

é(\\/j\v\\/j\/\V\‘A\A\[AMCHzOH

3',4'-Didehidro-2'-apo-B,y-caroten-2"-ol
B-Apo-2'-carotenol

2.1.2.5. Carotenoide cu 30 atomi de carbon

Carotenoidele Cszg sunt diapocarotenoide: hidrocarburi, aldehide si acizi.
Scheletul lor este de diaponeurosporen, diapofitoen si diapofitofluen:

4 M\N\M\W 4

Diaponeurosporen

el SN
4>=Q - _@=<4,

Diapofitofluen
ﬁ> =/=\=g
<,

Diapofitoen

l6>
4

2.1.3. Configuratia carotenoidelor
In cadrul stereochimiei carotenoidelor se iau in considerare 3 aspecte:

izomeria geometrica sau cis-trans [25], fata de legatura dubld C=C; configuratia
fata de legatura simpla C-C si configuratia absoluta a unor grupari.
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2.1.3.1. Izomeria geometrica

Izomeria geometrica (E/Z) a legaturilor duble carbon-carbon este un aspect
interesant al stereochimiei carotenoidelor, deoarece s-a demonstrat ca izomerii E/Z
pot avea proprietati biologice diferite [2]. Literatura in acest domeniu este destul de
vasta: prima lucrare comprehensiva despre izomeria cis-trans a carotenoidelor si
vitaminelor A a fost publicatd in 1962 [25]. In concordanta cu numarul de legaturi
duble, pentru fiecare carotenoida existda un numar mare de izomeri E/Z, de
exemplu: 1056 pentru licopen si 272 pentru B-caroten. Numarul de stereoizomeri
(N) pentru un compus cu n duble legaturi este: N=2". In privinta izomeriei cis-trans,
dublele legaturi ale lantului polienic pot fi clasificate in doua grupe:

1) legaturi duble fara impiedicare sterica (legatura dubla centrala 15,15' si
dublele legaturi legate de o grupa metilica, cum sunt legaturile duble 9,9'- si

13-, 13'-);

2) legaturi duble care prezinta impiedicare sterica (legaturile duble 7,7 si

11,119)[2].

Majoritatea carotenoidelor naturale au configuratia trans-total, aceasta
constituind forma termodinamica cea mai stabila. Amestecuri de izomeri cis-trans se
pot obtine usor sub actiunea cataliticd a iodului sau sub actiunea radiatiilor
ultraviolete:

Jj\/\\/ﬁf < o=

Trans total Cis trans

Convertirea in izomeri geometrici poarta denumirea de stereomutatie.
Maximele de absorbtie ale izomerilor cis-trans, in domeniul vizibil, sunt deplasate
hipsocrom cu cativa nm fata de forma trans-total. Spectrele in ultraviolet prezinta
un maxim caracteristic denumit "cis-peak”, situat la 330-340 nm.

e Conformatia

Modul de aranjare spatiala a moleculelor diferitelor carotenoide a fost
cercetat prin spectre de absorbtie, cristalografie cu raze x si spectrometrie r.m.p.
[21, 26]. La carotenoidele aciclice, cromoforul polienic adopta o conformatie
planara, iar legaturile simple C-C se afla in forma s-cis sau s-trans. In acest fel se
permite o buna cuplare a electronilor si o delocalizare a acestor electroni. La
carotenoidele ciclice, cu un ciclu sau cu doua cicluri, are loc o impiedicare sterica
intre poliena liniara si ciclu, si astfel, o limitare a orbitalilor = ai dublei legaturi din
ciclu si cei ai catenei polienice, fapt constatat prin scaderea absorbtiei maxime.

e Configuratia absoluta

Configuratia absolutda a carotenoidelor care prezinta atomi de carbon
asimetrici a fost determinata prin masurarea activitatii optice, determinarea
dispersiei rotatorii optice (D.0O.R), dicroism circular (D.C.), cristalografie cu raze X
[1]. Configuratia absolutd a celor mai frecvente carotenoide este:
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o-C

H. .
HO
6R 3R
aroten Zeaxantina
d
o @
HO
6S
Epoxid

2.1.4. Nomenclatura

Wackenroder (1831) a izolat pentru prima oard un pigment carotenoidic sub
forma cristalina, din morcov si i-a atribuit denumirea de ,carotina". Apoi s-a
constatat ca aceasta hidrocarbura este alcatuita din trei izomeri: o-, B- si y-caroten.

Regulile pentru nomenclatura carotenoidelor (denumirile semisistematice)
au fost publicate de International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) si
IUPAC International Union of Biochemists (IUB) Commissions on Nomenclature
]. Denumirea uzuald a carotenoidelor provine in cea mai mare parte de

(1974) [17

la denumirea sursei

naturale din care s-a extras carotenoida. Astfel s-a format
nomenclatura primara a carotenoidelor (tabelul 1).

Tabelul 2.1.

Denumirea carotenoidei derivatd din denumirea plantei [1]

Nr. crt. Denumirea stiintifica a plantei Denumirea carotenoidei
1. Capsicum annuum Capsantind
2. Capsicum annuum Capsorubind
3. Celastrus scandens Celaxantind
4. Citrus aurantium Citranaxantina
5. Eschscholtzia californica Eschscholtzxantina
6. Fucus vesiculosus Fucoxantina
7. Gazania rigens Gazaniaxantind
8. Rosa canina Rubixantind
9. Taraxacum officinale Taraxantina
10. Torula rubra Torulina
11. Viola tricolor Violaxantina

in prezent, nomenclatura carotenoidelor prezintd reguli care sunt in
concordanta cu principiile din chimia organica, sunt deschise pentru incadrarea

oricarei carotenoide si reflecta structura chimica.

In aceastd nomenclaturd se folosesc literele grecesti pentru a desemna

diferitele sisteme sau grupe terminale (tabelul 2).
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Tabelul 2.2.
Natura sistemelor terminale din molecula carotenoidelor si simbolizarea lor[17]
Natura sistemului terminal Simbolizarea cu litere grecesti ca prefixe
Ciclul a-iononic (1,1,5-trimetil-4-ciclohexena) ¢ (epsilon)
Ciclul B-iononic (1,1,5-trimetil-5-ciclohexend) B (beta)
Sistem pseudoiononic Y (psi)
Ciclul ciclopentan (1,1,5-trimetilciclopentan) k (kappa)
Ciclul aromatic (1,2,5-trimetilbenzen) ¢ (phi)
Ciclul aromatic (1,2,3-trimetilbenzen) % _(chi)

Astfel, denumirea semisistematica a hidrocarburilor carotenoidice (carotine)
se formeaza prin adaugarea a doua litere grecesti, ca prefixe, la cuvantul carotina
(de exemplu: B,p-caroten; g, ¥-caroten; g,x-caroten). Aceste prefixe se citeaza in
ordine alfabetica.

Prin ruperea unei legaturi dintre doi atomi de carbon vicinali din ciclul
terminal al unei carotenoide rezulta secocarotenoide — compusi care au acelasi
numar de atomi de carbon ca si carotenoidele de la care rezultd (de exemplu B,p-
carotenul trece in semi-p-caroten etc.).

N,/ 0
N
; 5) 3
\ I oxidare D
3 5 > i 2
NN
o
B,B-caroten semi-p-caroten

Denumirea norcarotenoidelor se realizeaza utilizand prefixul nor, care este
precedat de numarul atomului de carbon care a fost eliminat.

18\,
17 16 5 4
\/ L\ L
3‘/ \?/\ /1\/
4 5 16' 17'

N
18

2,2'-Dinor-B,B-caroten

In cazul hidrocarburilor carotenoidice acetilenice sau alenice care diferd doar
prin continutul in hidrogen fata de carotenoidele precursoare, nomenclatura va fi
alcatuita din prefixele dehidro sau hidro cu precizarea numarului de atomi de carbon
de la care au fost indepartati atomii de hidrogen. La indepartarea sau primirea unui
numar mai mare de atomi de hidrogen se utilizeaza si prefixele di-, tri-, tetra-,
penta- etc.:

Py

3',4'-Didehidro-B,¥-caroten

3,4,3',4'-Tetradehidro-¥,¥-caroten
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Nomenclatura diferitilor derivati, indeosebi cei oxigenati ai hidrocarburilor
carotenoidice, se formeaza din denumirea carotenoidei de la care deriva in
conformitate cu nomenclatura utilizata in chimia organica. Gruparile functionale sunt
precizate prin sufixele sau prefixele: ,ol*, ,al*, ona"“ si ,oic".

Acid 3-hidroxi-3'-ceto-B,e-caroten-16-oic

Derivatii epoxidici se denumesc prin prefixul ,epoxi®, iar eterii prin ,alcoxi"
(,metoxi", ,etoxi").
OCH,

A
H3COM Q
OCH,

2,2',3'-Trimetoxi-B,e-caroten

Carotenoidele cu sistem de duble legaturi inversat se desemneaza prin
prefixul ,retro™:

4',5'-Didehidro-4',5'-retro-B,p-caroten
Apocarotenoidele se denumesc utilizand prefixul ,apo" (respectiv ,diapo"

daca fragmentarea carotenoidei Cso este la ambele capete) urmat de numarul
atomului de carbon cu gruparea oxigenata si numele fragmentului ramas.

\/K/\ COOH
Acid-8,8'-diapocaroten-8,8'-dioic

Denumirea carotenoidelor cu peste 40 atomi de carbon se face prin mono-
sau disubstituenti ai carotenoidelor C4o de la care rezulta:

2-(3-Metil-2-butenil)-B,¥-caroten(Cas)

Pentru a ardta conformatia geometrica a moleculei se utilizeaza prefixul cis sau
trans, cu indicarea numarului atomului de carbon la care se afla dubla legatura cu
configuratie cis sau trans.
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Configuratia absoluta este redata prin simbolurile R si S, care se scriu dupa
atomii care preced denumirea carotenoidei.

In practica curentd este utilizatd atat nomenclatura obisnuitda cat si cea
semisistematica.

2.1.5. Metaboliti ai carotenoidelor

Ca urmare a catabolizarii carotenoidelor rezulta o serie de compusi cu un
schelet format din 20 atomi de carbon sau mai putin, compusi deosebit de
importanti pentru organismele vegetale si animale, avand rol reglator in multe
procese fiziologice ale acestora [4, 13].

2.1.5.1. Metaboliti din regnul vegetal

Din regnul vegetal s-au izolat o serie de compusi care sunt considerati
metaboliti ai carotenoidelor, fiind rezultatul a numeroase biotransformari oxidative [4]
. Mai importanti sunt: acidul abscisic, trisporic si faseic si diferitii lor derivati, precum si
unele , xantoxine™:

COOH

/ R
Cs
\/g ~o
OH OH COOH (o]
o COOH o &

R=H: Acid trisporic A
Acid trans-abscisic Acid faseic Xantoxina R=0: Acid trisporic B
R=0H: Acid trisporic C

I

2.1.5.2. Metaboliti din regnul animal

Cei mai importanti metaboliti ai carotenoidelor care se afla in regnul animal
sunt retinolii (vitaminele A) si retinoidele [13].

Retinoli. Se cunosc doi retinoli: retinolul (vitamina A;) si dehidroretinolul
(vitamina A.). De asemenea, se cunosc formele aldehidice (retinalul) si carboxilice
(acidul retinoic).

Retinoide. Retinoidele sunt analogi structurali ai retinolului. Printre
retinoidele naturale sunt incluse si retinolul, acidul retinoic si o serie de derivati. Se
cunosc, de asemenea, o serie de retinoide sintetice:

CH,OR M/CHZO&

~
_ R=H: Retinol _ _ Ri=H: Dehidroretinol
R=acid gras: Ester al retinolului Ri=acid gras: Ester al dehidroretinolului
MCHO MCQ@H

Retinal Acid retinoic
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A). Retinoide naturale: B).Retinoide de semisinteza:
MCOOH
éi\kaCOOCZHs
OH
Ester

Acid 4-hidroxi-retinoic

WJ\/COOH

HsC
\/K/CONHCH3
o)

Acid 4-cetoretinoic Amida
CH,NHCH;
COOH

© HsCO

Acid 5,6-epoxiretinoic Amina
\/K/COOH WCHZOCFb
o
COCH,

Acid 5,8-epoxiretinoic Eter

2.2. RASPANDIREA COMPUSILOR CAROTENOIDICI
2.2.1. Generalitati

Spre deosebire de restul pigmentilor naturali (calcone, aurone, flavone,
antociani, chinone, pigmenti indolici, pigmenti profirinici etc.), carotenoidele sunt cei
mai raspanditi pigmenti care se gasesc atat in regnul vegetal cat si in cel animal
[2,5]. Astfel, carotenoidele sunt sintetizate de diverse bacterii, se gasesc in alge -
de unde au fost izolate si caracterizate peste 100 de tipuri de carotenoide. Pentru
oameni, cea mai importanta sursa de carotenoide sunt plantele, unde adesea
culorile stralucitoare ale carotenoidelor sunt mascate de clorofild. Carotenoidele sunt
responsabile pentru minunatele culori ale multor fructe (ananas, lamai, portocale,
rosii, ardei etc.) si flori precum si pentru culorile multor pasdri, insecte si animale
marine. In mod normal carotenoidele apar in conentratii mici, dar acestea variaza
enorm de la o sursa la alta. Productia totala de carotenoide in natura a fost estimata
la cca. 100.000.000 tone pe an. [2].

In diferite organisme vegetale si animale, carotenoidele se pot gasi in stare
libera sau sub forma de esteri, eteri, glicozide, complecsi cromatoproteici, complecsi
lipoproteici etc. [1,4, 5].
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2.2.2. Raspandirea carotenoidelor in regnul vegetal
2.2.2.1. Organisme autotrofe
A. Plante superioare

In tesuturile fotosintetizante (frunze, tulpini, muguri, sepale etc.) si in cele
nefotosintetizante (fructe, flori, seminte, radacini, polen etc.) ale plantelor superioare
(angiosperme si gimnosperme) au fost identificate un numar relativ mare si variat de
carotenoide. Aceste substante se géAsesc localizate predominant in cloroplastele si
cromoplastele organismelor vegetale. In anumite conditii, ele pot sa apara si in sucul
citoplasmatic extraplastidic, mai ales toamna, cand se produce degradarea plastidelor,
precum si la unele alge, ceea ce imprima toamna tesuturilor si mediului acvatic
culoareaﬂ carotenoidelor [4].

In urma numeroaselor cercetari efectuate pe plante din diferite regiuni s-a
constatat ca in tesuturile verzi fotosintetizate se gasesc in mod constant patru
carotenoide principale, in urmatoarele proportii [1]:

- B-carotenul: 40%;

- luteina: 40%;

- violaxantina: 18%;

- neoxantina: 12%.

Deoarece aceste carotenoide principale se gasesc in toate tesuturile
fotosintetizante indiferent de natura lor, se poate presupune ca toate plantele
superioare deriva de la aceleasi stramos comun (ancestral). In tabelul 3 este prezentat
continutul in carotenoide al unor tipuri de frunze.

Tabelul 2.3.
Continutul in carotenoide al unor frunze de mar, tutun si cartof (ug/g) [27]

Tip de carotenoida Frunze mar Frunze tutun Frunze cartof
o-caroten 63,3 7,5 30,0
p-caroten 378,6 880,0 800,0
5,6-Monoepoxi-a-caroten 3,6 0,0 -
B-Zeacarotina - - 4,0
Violaxantina 194,6 570,0 -
Luteind 651,0 1476,6 1600,0
Neoxantind 130,6 663,0 -

Total carotenoide 1448,2 3813,6 2434,0

La tesuturile fotosintetizante, continutul de carotenoide depinde de natura
speciei, deoarece pigmentii sunt determinati genetic si de influenta conditiilor de
mediu. Continutul de carotenoide hidrocarburice (a, B, y, 8, e-carotenul, a-, B-
zeacarotina, licoprina, fitoenul, fitofluenul etc.) este curpins intre 5 si 36% din
totalul carotenoidelor iar continutul in a-carotina este cuprins intre 0 si 40% din
totalul carotenoidelor hidrocarburice. Xantofilele din acest tip de tesuturi se gasesc
in stare libera, neesterificate sau esterificate, incorporate in granele cloroplastelor.
Odata cu "imbatréanirea" cloroplastelor (de obicei toamna), xantofilele sunt eliberate
in citoplasma, unde se produce esterificarea sau eterificarea lor [1].

Neamtu si Bodea (1970) [28] au determinat continutul in carotenoide al
frunzelor de vasc ("Viscum album") recoltate de pe diferite plante gazda, pentru a
cunoaste in ce masura planta gazda influenteaza natura si continutul pigmentilor
carotenoidici din plantele semiparazite (tabelul 4).
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Tabelul 2.4.
Continutul in carotenoide (ug/g frunze proaspete)al frunzelor de "Viscum album", recoltate in
luna mai [28]

Planta gazda
- I Robinia Acer
Carotenoida Salix fragilis (salcie) Populus italia pseudacacia compestre
(plop) (salcdm) (jugastru)
o-caroten 0,8 1,2 0,9 1,5
p-caroten 21,8 23,2 24,2 22,3
Criptoxantina 1,9 2,6 2,3 1,7
Luteind 35,6 38,0 39,0 36,0
Violaxintind 2,6 3,3 3,0 3,7
Heoxantina 2,0 1,5 1,0 1,0
Total carotenoide 7,9 83,6 76,9 75,0

Din analizele efectuate se poate observa ca natura carotenoidelor din
frunzele de vasc nu depinde de felul plantei gazda, ceea ce demonstreaza faptul ca
pigmentii carotenoidici sunt bine determinati genetic. Deosebirile care apar sunt
nesemnificative.

B. Plante inferioare

a). Muschi si pteridofite ("Bryophyta si Pteridophyta")

Din cercetarea a peste 60 de specii de muschi a reiesit ca si in muschi se
gasesc aceleasi carotenoide principale ca si in frunzele plantelor superioare (B-
carotenul, luteina, violaxantina, neoxantina), iar dintre cele secundare apar frecvent
o-carotenul, zeaxantina, eloxantina si auroxantina [4,29].

In pteridofite se g&sesc aceleasi carotenoide ca si in muschi si in frunzele
plantelor terestre.

b). Licheni

Lichenii contin atat carotenoide specifice algelor verzi, cat si ciupercilor care
intra in constitutia lor [4].

c). Alge

Pe baza a numeroase cercetari, s-a constatat cd pigmentii carotenoidici din
diferite increngaturi, clase, ordine si specii de alge sunt mai numerosi si mai caracteristici
pentru diferite grupe taxonomice decéat in cazul tesuturilor fotosintetizante ale plantelor
superioare. De asemenea carotenoidele secundare si cele specifice sunt mai numeroase
decat in cazul plantelor superioare [4,30,31]. In alge, carotenoidele se gasesc
preponderent localizate in cloroplaste si cromozomi, in organele de reproducere, in petele
colorate, precum si extraplastidic, in sucul citoplasmatic (in special la algele coloniale),
intr-o proportie mai mare decét la plantele superioare.

e Alge verzi (Chlorophyla)

In cloroplastele algelor verzi se gasesc aceleasi carotenoide principale (B-
carotina, luteina, violaxantina, neoxantina) ca si in frunzele plantelor superioare [4].

Printre carotenoidele secundare care se gasesc aproape constant fin
numeroase alge verzi, se numara: zeaxantina, anteraxantina, astaxantina precum si
unele carotenoide caracteristice.

Dintre carotenoidele secundare intalnite pentru prima oara in naturg,
identificate in alga "Trentapohlia iolithus" se mentioneaza: 2-hidroxi-p-carotenul; 2-
hidroxi—]}—carotenul; 2,2-dihidroxi-a-carotenul [33].

In algele verzi au fost identificate o serie de carotenoide specifice neintalnite
in frunzele plantelor superioare, cum ar fi: loraxantina (B, e-caroten-3,19,13'-triol),
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sifonaxantina (3,3',19'-trihidroxi-7,8-dihidro-8-a-caroten) si sifoneina (3,19,3'-
trihidroxi-7,8-dihidro-p,e-caroten-8-ona-19-laurat) [4].
e Alge rosii (Rhodophyta)

Culoarea rosiatica specifica acestor alge este data de un pigment
necarotenoidic: ficoeritrina. Dintre carotenoidele de baza care se gasesc in
majoritatea acestor alge fac parte: o- si B-carotenul, luteina si zeaxantina care sunt
insotite frecvent de B-criptoxantind. Continutul carotenoidelor din 8 specii de alge
rosii este prezentat in tabelul 5.

Majoritatea algelor rosii contin un numar mai mic de carotenoide decat
algele verzi. Ele nu sintetizeaza carotenoide cu structurd acidica sau cu grupe
alenice.

Algele rosii nu contin carotenoide specifice cu importanta chimotaxonomica
pentru aceasta grupa de alge.

e Alge brune (Phaeophyta)

Alaturi de fucoxantina, pigmentul principal si caracteristic pentru acest tip de
alge, se gasesc in mod constant: B-carotenul si violaxantina. Nu s-au identificat
pana in prezent a-carotina si luteina. Dintre carotenoidele secundare apar in unele
specii, in cantitate mica: diatoxantina si diadinoxantina [4].

Tabelul 2.5.
Continutul carotenoidelor din alge rosii [ug/g] material uscat [34]
Specia o-caroten p-caroten B-criptoxantina Luteind | Zeaxantina

Bangia fuscopurpurea - 170 - 780 250
Bonnemaisonia hamifera 40 20 - 170 urme
Ceramium rubrum 14 22 - 37 2
Gigatrina stellata - 1,4 - 8,3 1,4
Nemalion helminthoides 10 110 - 410 -
Polysiphonia brodiaci - 71 12 - 87
Polysiphonia urceolata - 30 - - 160
Rhodymenia palmata 80 30 - 240 -

e Alge albastre (Cyanophyta)

Culoarea acestor alge este data de un pigment porfirinic: ficocianina.
Carotenoidele principale prezente in algele albastre sunt: B-carotenul, ochinenona si
zeaxantina [35].

Algele albastre contin un numar mult mai mare i mai variat de carotenoide
decat celelalte tipuri de alge. In multe specii se gasesc carotine, cetone, epoxizi,
furanoizi, xantofile, carotenoide glicozidice precum si carotenoide alenice [36].

e Alge aurii (Chrysophyta)

Algele aurii sunt un grup heterogen de plante cu structura celulara si nucleu
bine individualizat, de culoare aurie, in diferite nuante, determinata de continutul
carotenoidelor continue in cloroplaste, cromatofori si extraplastidice.

Majoritatea autorilor impart plantele din increngatura Chrysophyta in cinci
clase: Xanthophyceae, Chrysophyceae, Bacillariophyceae, Haptophyceae si
Eustagnaphyceae in care s-au identificat in principal B-carotenul, fucoxantina,
diadinoxantina(5,6-epoxi-7,8'-didehidro-5,6-dihidro-B,3-caroten-3,3-diol) Si
diatoxantina (7,8-didehidro-B,3-caroten). Aldturi de aceste carotenoide, in unele
specii s-au mai identificat vouseriaxantina (5,6'-epoxi-6,7-didehidro-5,6,5',6'-tetrahidro-
B,p-caroten-3,5,19,3'-tetrol) si neoxantina [4,37].

d) Bacterii fotosintetice

Spre deosebire de bacteriile heterotrofe, care contin un numar mare si
variat de carotenoide, inclusiv carotenoide cu peste 40 atomi de carbon in molecul3,
bacteriile fotosintetice contin un numar mai redus de carotenoide, unele similare cu
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cele din frunzele plantelor superioare si algele verzi. De asemenea contin
carotenoide acidice, cu grupari hidroxilice la Cy, C2, C3, ceto-carotenoide, glicozide
carotenoidice si  carotenoide  specifice: rodovibrina,  anhidrorodovibrina,
spiriloxantina, metoxicaotenoide, rodopina etc [38].

2.2.2.2. Organisme si tesuturi vegetale nefotosintetizante

Compusii carotenoidici din organismele si tesuturile nefotosintetizante sunt
mult mai numeroase si mai variate sub aspect structural decat cele din organismele
autotrofe. Se gdsesc atat in stare libera cat si sub forma de diferiti compusi (esteri,
glicozide, complecsi carotenoproteici etc) [1,4].

C. Tesuturi si organisme nefotosintetizante din plantele superioare

e Seminte

Semintele plantelor superioare contin un numar foarte redus de carotenoide,
in majoritatea cazurilor evidentiindu-se luteina si urme de B-carotina si violaxantina.
Ca si caracteristicd se mentioneaza continutul mai ridicat al xantofilelor decéat al
carotinelor.

Semintele cerealelor, cu exceptia porumbului, sunt sarace in carotenoide,
avand ca si pigment principal (deseori unicul) luteina. Semintele plantelor tehnice,
pomilor fructiferi) ierburilor etc. sunt de asemenea sarace in carotenoide. Un
continut mai variat si mai ridicat de carotenoide au semintele plantelor
leguminoase; ele contin carotenoide similare cloroplastelor. In semintele de mazare,
fasole verde, etc. s-au identificat B-carotenul, luteina, violaxantina [2].

in coaja unor seminte se gasesc carotenoide mai variate si mai specifice,
neintalnite in celelalte parti ale semintei.

Porumbul (Zea mays), spre deosebire de alte plante de culturad si din flora
spontana, contine in seminte un numar mare de carotenoide; tipul si continutul in
pigmenti carotenoidici determina culoarea boabelor de porumb. Carotenoide
frecvent intélnite in majoritatea soiurilor de porumb sunt: o- si B-carotenul, B-
zeacarotina, o- si pB-criptoxantina, zeaxantina, luteina, violaxantina, anteraxantina.
Pe langa aceste carotenoide, in unele soiuri de porumb se mai intalnesc: v-
carotenul, flavoxantina, epoxizi Ade B-criptoxantina, fitoen, fitofluen, e-carotenul, acid
B-apo-8-carotenoidic etc. [1]. In tabelul 6 este prezentat continutul in carotenoide
din boabele de porumb ale unor hibrizi de diferite proveniente.

Tabelul 2.6.
Continutul carotenoidelor din boabele unor hibrizi de porumb de
diferite proveniente (ug/g boabe uscate)[1]

Carotenoide/ I II III 1v \" VI
Hibrizi D.C. Oh. 45 Hy HT 180 2 DH 3649 LDH 3677
Fitoen 19,3 25,6 10,7 6,8 8,3 6,3

Fitofluen 3,7 9,3 1,3 2,6 3,7 2,8
p-Carotenul 2,0 4,4 0,6 2,34 2,16 3,3
B-Zeacarotina 1,2 4,0 0,1 1,65 1,15 1,42
g-Carotenul 1,0 4,2 0,2 1,06 0,93 0,76

o-Criptoxantina 2,5 2,2 0,6 1,23 1,38 1,45

Criptoxantina 2,1 3,2 1,0 2,56 2,53 3,88
Esteri 1,1 4,0 0,5 1,35 1,30 1,26
Luteina 14,1 29,2 10,5 10,37 21,35 14,72

Zeaxantina 6,8 5,4 3,9 14,58 30,78 31,36
Epoxizi 1,8 1,3 0,8 2,48 4,12 2,75
Total carotenoide 55,6 92,8 30,2 47,02 78,05 70,00
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e Radacini si tulpini subpadméntene

Cu exceptia morcovilor ("Daucus carota”) si a batatului ("Ipomoea batalus
edulis"), radacinile plantelor sunt sarace in carotenoide. In majoritatea radacinilor
cercetate s-au evidentiat doar urme de luteind, p-carotina si eventual, violaxantina.

Radacinile de morcovi sunt una dintre sursele naturale cele mai bogate in
carotenoide. De altfel titulatura de carotenoide provine chiar de la denumirea stiintifica a
morcovului: Daucus carota.

Soiurile portocalii de morcovi, in majoritatea cazurilor contin predominant
carotina, in special p-carotind, in timp ce xantofilele reprezinta 5-10% din totalul
carotenoidelor. Prin selectie s-au obtinut unele varietdti si soiuri de morcovi care
contin de trei ori mai multa licopina decadt p-carotina. In varietatile galbene de
morcovi, continutul xantofilelor este mai mare decat cel al p-carotinei [1,5].

. Flori

In functie de tipul de carotenoide continute in flori, plantele superioare au
fost impartite in trei categorii [1,4]:

I- Prima grupa este formata din plante care sintetizeaza in principal
carotenoide cu grad ridicat de oxigenare (epoxizi, furanoizi, xantofile,
trihidroxilice etc);

II - A doua grupa este formata din florile care sintetizeaza predominant
carotine, in special p-caroten si licopina;

III - A treia grupa o constituie florile care contin carotenoide specifice pentru o
entitate taxonomica.

Din grupa I fac parte plantele cu flori galbene care cresc in regiuni montane
si subalpine, precum si cele care infloresc primavara timpuriu. Principalele
carotenoide identificate in florile acestor plante sunt: Iuteina, eloxantina,
flavoxantina, auroxantina, anteraxantina, neoxantina, B-carotenul, o-carotenul.
(tabelul 2.7.)

Tabelul 2.7.
Continutul de carotenoide din florile unor plante din regiuni montane (1500-2000 m)
(ug/g material proaspat) [39]

Specia
Pigment Genista Ranunculus Hierarcium Potentilla Geum
oligosperma | flabellifolius filarzsky ternata montanum
a-caroten 0,8 - 0,30 0,6 0,4
B-caroten 12,0 7,8 2,6 12,0 12,0
Criptoxantina - - 1,8 2,0 4,0
Criptoxantina-epoxid - - - 4,0 -
Luteina 27,0 17,3 10,2 6,3 7,6
Zeaxantina - - 25,0 10,0 8,5
Eloxantina 6,0 8,6 25,6 20,0 15,0
Flavoxantina 8,0 1,4 13,0 14,0 -
Anteraxantina - 1,2 7,0 2,6 1,2
Violaxantina 14,0 2,6 15,8 8,9 3,4
Total carotenoide 67,8 35,7 101,3 80,4 52,1

in grupa a II-a sunt curpinse plante cu flori portocalii cum sunt speciile:
"Calendula officinalis", "Crocus sativus", "Gazania regens”, "Cucurbita pepo" etc. In
florile acestor plante predomina carotinele (a-, B-, y-carotenul, licopina etc.) si
xantofilele monohidroxilice (a-, B-criptoxantina, rubixantina, gazaniaxantina) fata de
xantofilele epoxidice si carotenoidele cu structurd pB-iononica fata de cele cu
structura a-iononica..

Continutul procentual in carotenoide in florile unor soiuri de Calendula
officinalis este prezentat in tabelul 2.8.
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Plantele din grupa a III-a contin carotenoide specifice cu importanta
carotenotaxonomicd: eschscholtzxantina pentru speciile "Adonis aestivalis" si
"Adonis annucia"”, capsantina si capsorubina din polenul florilor de "Aesculus” si din
capsulele coapte de "Capsicum annuum", trolixantina din flori de "Trolius
europaeus", gazaniaxantina din flori de "Gazania rigens" etc. O parte din acesti
taxoni carotenoidici se gasesc numai intr-o specie sau gen de plante, fapt ce reflecta
caracterul specific al acestor plante, metabolismul lor specific (essoltxantina,
crocetina, gazaniaxantina etc.), iar altii reprezinta doar carotenoida principal3,
caracteristica, dar care se gaseste si in alte genuri sau specii de plante (astaxantina,
rodoxantina, capsantina, capsorubina etc.) [1,4].

Tabelul 2.8.
Continutul in arotenoide al unor soiuri de Calendula officinalis
(procente fata de totalul de carotenoide) [40]
Pigmentul / Specia Double Esterel Radio Extra B_onbon Double Esterel
Orange (%) Selected (%) Abricot (%) Jaune (%)
Neoxantina 0,92 1,71 2,84 1,74
Luteoxantina si Auroxantina 8,9 1,3 15,43 18,97
Anteraxantina 2,09 4,31 4,56 6,83
Flavoxantina 14,1 17,4 35,42 42,05
Mutatoxantina 0,38 - 2,17 -
Lactucaxantina 4,49 8,02 - 11,31
Luteina 9,18 11,38 8,27 12,29
Zeaxantina 0,11 0,23 - 0,15
Rubixantina 14,36 7,27 4,58 -
Licopen 14,03 5 0,57 -
[J-Caroten 12,15 6,15 5,11 -
[J-Caroten 0,98 1,15 1,89 0,2
[J-Caroten 16,68 17,51 10,31 2,37
e Fructe

Fructele contin un numar important de carotenoide localizate in principal in
coaja.
in functie de tipul de carotenoide pe care il contin, fructele se pot clasifica
astfel [1,4]:
a) Fructe care produc carotenoide in cantitati foarte mici (greu detectabile);
b) Fructe care biosintetizeaza carotenoide similare cu cele din cloroplaste (mai ales
fructele si legumele verzi);
c) Fructe care biosintetizeaza predominant licopina si precursorii sai;
d) Fructe care biosintetizeaza predominant p-carotina si derivatii sai oxigenati;
e) fructe care biosintetizeaza predominant cantitatl mari de epoxizi si furanoizi;
f) fructe care biosintetizeaza carotenoide total sau numai partial;
g) fructe care biosintetizeaza in principal poli-cis-carotenoide;
h) fructe care biosintetizeaza in principal apacarotenoide

in tabelul 2.9. este prezentat continutul procentual de carotenoide al
capsulelor de "Capsicum annuum”, in diferite stadii de coacere [1,41].

Carotenoidele din fructe sunt localizate predominant in cromatofori care se
formeaza in timpul coacerii fructelor, in majoritatea cazurilor din cloroplaste, iar in
unele cazuri si din proplastide incolore.
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Tabelul 2.9.
Continutul procentual de carotenoide din fructe de "Capsicum annuum”, la diferite faze de
coacere
Carotenoide — Frl.!_cte (capsule) -
rosii portocalii galbene verzi

B-caroten 12,3 - 1,0 20,3
B-caroten-5,6-epoxid 3,1 N N 1,7
Hidroxi-o-carotind - - 5,7 -
Criptoxantina 7,8 - - 3,6
Criptocapsina 5,0 8,0 - -
Luteind - - 28,1 39,7
Zeaxantina 6,5 7,3 -
Anteraxantind 9,2 10,6 15,9 5,0
Violaxantina 9,8 14,9 31,3 13,3
Capsantina 31,7 35,4 - -
Capsantin-5,6-epoxid 4,2 6,1 - -
Capsorubina 7,5 14,3 - -
Neoxantind 2,0 2,7 20,0 15,4

Gil si colaboratorii [42] au determinat continutul de carotenoide din mai multe
soiuri de nectarine cu miez alb si galben, din piersici cu miez alb si galben, precum si
din prune (tabelul 2.10).

Tabelul 2.10.
Continutul in p-caroten, p-criptoxanting si totalul carotenoidelor din fructele de nectarine
cu miez alb [42]

. Total
Fructul Soiul Tesutul p-Caroten Criptoxantin carotenoide
(ng/kg) 3 (ug/kg) (ug/ 100g
M fruct)
Nectarine cu miez Arctic Star plelle 570 - 10
alb pulpa 40 -
Nectarine cu miez ) pielia 170 30
alb Arctic Queen pulpé 100 ~ 11
Nectarine cu miez . pielid 1870 240
galben Red Jim pulpé 730 140 102
Nectarine cu miez pielia 2730 270
galben August Red pulpé 1280 140 162
Piersici cu miez alb Summer pielia 110 140 17
Sweet pulpa 40 120
Piersici cu miez alb Snow King pielia 430 70
< 13
pulpa 80 -
Piersici cu miez pielia 3240 200
galben Flavor crest pulpd 530 60 95
Piersici cu miez . pielia 2700 250
galben Spring Lady pulpé 700 100 107
Prune ) pielia 3380 110
Wickson pulpé 400 50 87
Prune pielia 4100 290
Black Beaut pulp 1880 130 231

Se constata un continut mult mai mare de B-caroten si B-criptoxantind in
pielita fructelor de nectarine, piersici si prune decdt in pulpd precum si
preponderenta B-carotenului in aproape toate soiurile analizate.

Fructele de tomate contin ca pigmenti principali: licopen, B-caroten, y-, 5-, -
caroten, prolicopind, pro-y-caroten, licoxanting, licofilda, alaturi de care la unele soiuri
se mai gasesc: luteing, eloxantind, zeaxantina, violaxantina, fitoen, fitofluen, epoxizi
de licopind etc. Sub aspect cantitativ, in fructele de tomate predomina carotinele
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fatd de xantofile. Continutul de carotenoide colorate din diferiti mutanti de tomate
este curpins intre 16 si 90 mg/g material proaspat [1,43,44].

e Organe de reproducere si culturi de tesuturi

Majoritatea plantelor contin in organele de reproducere (antera, polen,
stigmat, stil, ovare, gameti, spori etc) pigmenti, carotenoidici. In trecut se credea ca
pigmentul caracteristic din organele de reproducere este anteraxantina. Ulterior s-a
renuntat insa la aceastd presupunere, deoarece s-a constatat cd anteraxantina nu
este preAzenté in organele de reproducere a numeroase plante.

In polen, carotenoidele au fost identificate pentru prima oara in 1892.
Sporopolenina care se gaseste in membranele exterioare ale polenului, asigurandu-i
0 mare rezistenta, este un polimer carotenoidic [45]. In polenul adunat de albine se
afld cca 0,2-0,7 pg/g de B-caroten si cantitati mai mari de xantofile (luteing,
violaxanting, elaxantina, anteraxantina etc.).

Marea majoritate a plantelor superioare contin in polen carotenoide
provitaminice, in special p-caroten, care se pare ca are un rol important in procesul
de fecundatie a plantelor.

e Plante superioare saprofite si parazite

Plantele saprofite contin un numar redus de carotenoide comune, similare
celor intalnite in cloroplaste. Pigmentii principali sunt luteina si p-carotenul, aldturi
de care s-au identificat in diferite specii: violaxantina, neoxantind si a-caroten. In
plantele parazite xantofilele se gdsesc atat in stare libera cat si sub forma de esteri
[46]. La aceste plante, ca si la cele saprofite, continutul de carotenoide oxigenate
este cu mult mai mare decat al carotenoidelor hidrocarburice.

e Ciuperci
_ Ciupercile reprezintd o sursa naturala de carotenoide extrem de importantd
[47]. In cele mai multe cazuri ciupercile contin un numar mai redus de carotenoide
decat plantele superioare. Exista insa si unele ciuperci care nu contin carotenoide [48].

Se poate mentiona ca in ciuperci predomina carotinele, in special y-caroting,
B-caroting, licopina, toruling, fitoenul, neurosporind, asupra xantofilelor. Nu s-au
identificat carotenoide cu structurda o-iononica si nici epoxizi din cloroplaste. La
ciuperci, In majoritatea cazurilor, predomina carotenoidele cu structurad pseudoiono-
nica, atat calitativ, cat si cantitativ [4].

e Bacterii nefotosintetizante

Bacteriile heterotrofe contin un numar mare si variat de carotenoide. La
bacterii, ca si la ciuperci, se semnaleaza ca trasatura generala faptul ca p-carotenul
nu este pigmentul principal. In bacterii se gésesc numeroase xantofile sub form& de
eteri metilici cu structura acidica sau pseudoiononica. Spre deosebire de ciuperci, n
bacterii nu s-au evidentiat carotenoide cu grupari carboxilice. Dintre carotenoidele
existente in diferitele tipuri de bacterii, y-carotina si derivatii sdai au o raspandire mai
mare. Carotenoidele au o largad raspandire in bacterii, fiind prezente atét in bacterii
acrobe cat si In cele anaerobe. Bacteriile contin, pe langa carotenoidele cu 40 de
atomi de carbon, si carotenoide cu peste 40 de atomi de carbon si epocarotenoide.
De asemenea, sunt prezente carotenoide glicozidice, ceto- si ceto-
hidroxicarotenoide. Unele bacterii contin carotenoide specifice pentru diferite grupdri
sistematice. In bacterii se afla atat xantofile cat si epoxizi existenti in plantele
superioare. In Sarcina lutea s-a identificat ca pigment principal si specific:
sarcinaxantina (3,4 mg/385 g material uscat) si sarcinind din care se formeaza
primul pigment [1,4].
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2.2.3. Raspandirea carotenoidelor in regnul animal

Animalele isi procurd pigmentii carotenoidici din hrana deoarece nu sunt
capabile sa sintetizeze acesti compusi ,de novo”. In organismele animale
carotenoidele absorbite din hrand sunt acumulate si depozitate in diferite organe si
tesuturi iar unele sunt transformate in in carotenoide proprii, uneori specifice,
diferite de cele existente in hrana.

Compusii carotenoidici se gasesc in intreg regnul animal, de la protozoare
(unicelulare) pana la mamifere. Astfel, in protozoare predomina p-carotenul, luteina,
violaxantina, neoxantina, ceto- si cetohidroxicarotenoide [4,49,50]. La spongieri,
spre deosebire de majoritatea organismelor animale predomina carotinele fata de
xantofile [4,51-53]. In viermi se aflda un numar redus de pigmenti carotenoidici,
principalele carotenoide care apar sunt: pB-carotina, astaxantina, echinenona,
cantaxantina si luteina.

Crustaceele (crabi, raci, homari, creveti, languste etc.) prezinta un continut
ridicat si variat de pigmenti carotenoidici, fiind printre cele mai bogate animale
acvatice n acesti compusi [4,54]. Carotenoidele sunt localizate la insecte atat jn
elitre, organele interne, torace, oud, cap, si mai ales in stadiul de larva [55,56]. In
diferite clase si tipuri de echinoderme predomina atat calitativ cat si cantitativ ceto-
si cetohidroxicarotenoidele; apoi urmeaza xantofilele si carotinele, dintre care
majoritar este p-carotenul [57].

La pesti predomind atat calitativ, cat si cantitativ ceto- si cetohidroxi-
carotenoidele cu structura hexaciclica. La majoritatea pestilor, astaxantina este
pigmentul principal. Alaturi de astaxantind, apare in mod frecvent Iuteina,
tunaxantina (3,3'-dihidroxi-e-carotenul) si taraxantina (eloxantina). Tunaxantina s-a
identificat numai in pestii marini, fiind caracteristica acestora, iar taraxantina numai
in pestii de apa dulce. Luteina este pigmentul predominant in numerosi pesti de apa
dulce, dar in pestii mari continutul luteinei este mult scazut [1,4].

In cazul pasdarilor, pigmentii carotenoidici se depun in pielea corpului, in
pene, cioc, in galbenusurile ouadlor, in ficat, in grasimea din jurul tesutului
subcutanat si din jurul organelor interne, in labele picioarelor etc. Pasarile contin o
gama mai variata de carotenoide decat echinodermele, crustaceele sau pestii. In
corpul pasarilor predomina carotenoidele biciclice si derivatii acestora. In corpul
pasarilor si in galbenusul oudlor nu s-au identificat carotenoide cu legaturi alenice,
legaturi acetilenice sau cu inele aromatice. Nu s-au identificat nici glicozide [58,59].
Pasarile sunt sarace in ceto- si cetohidroxicarotenoide, in carotenoide cu structura
aciclica si in carotenoide incolore. Din punct de vedere structural, la pasari, ca si la
pesti, predomina carotenoidele cu structura p-iononicd, asupra celor cu structurd o-
iononica [58,59]. In galbenusul de ou al pasarilor domestice se acumuleaza
carotenoide in cantitati cuprinse intre 1 si 4 ug/100 g galbenus, dintre care 75-80%
sunt reprezentate de xantofile (luteind si zeaxantind). Continutul carotenoidelor
poate creste mult peste aceste valori la o furajare cu surse deosebit de bogate in
carotenoide, cum sunt: morcovii, polenul, faina de lucerna, diferite fructe si flori etc.
[60, 61].

La mamifere, continutul de compusi carotenoidici este mai redus si mai
putin variat decéat la crustacee, echinoderme, pesti sau pasari. Mamiferele contin,
predominant carotenoide biciclice cu structurd a- si B-iononicd. Pigmentii principali
sunt B-carotenul si luteina. La unele mamifere s-au identificat carotenoide cu
legaturi alenice, cu legaturi acetilenice, cu inele benzenice, carotenoide glicozidice
sau carotenoide cu grupari hidroxilice sau metoxilice la C; sau C;. La aceste animale
carotenoidele sunt localizate in piele, grasimea corpului, grasimea din jurul

BUPT



38 Stadiul cunoasterii in domeniu - 2

organelor interne, in lapte, ficat, in partile cornoase (par, coarne, unghii, copite etc.)
si mai ales In sange [62-65]. Principalele carotenoide din sdnge sunt: p-carotenul, B-
criptoxantina si luteina, al caror continut reprezinta cca. 70% din totalul
carotenoidelor. Ca pigmenti secundari, in sange se mai afla: o-carotenul,
criptoxantina, y-carotenul, licopina, iar in cantitate foarte redusa unii epoxizi.

Concentratia carotenoidelor in sdnge variaza in functie de natura
alimentatiei, avand valori mai ridicate in perioada de vara si mai scazute in perioada
de iarna [66]. Continutul carotenoidelor din sdngele oamenilor sanatosi, este cuprins
in mod frecvent intre 166 si 167 ug/100 mg, desi varietatile la diferiti indivizi sunt
curpinse intre 87 si 227 ng/100 mg. Continutul carotenoidelor din sange este mai
ridicat la tineri, in varstd de 16-35 ani, mai scdzut la bdtrani, la bolnavi si la femeile
gravide [62]. In sange nu au fost identificate decat foarte putine cetocarotenoide,
apar insa unele apocarotenoide, Tn special retinoide, care rezultd ca si produsi
intermediari in procesul de biosinteza al vitaminei A. Formarea vitaminei A are loc in
principal la nivelul mucoasei intestinale, unde carotenoidele provitaminice sunt
scindate sub actiunea carotenazei la nivelul catenei interne, formandu-se una sau
doua molecule de retinal sau retinen. Sub actiunea alcooldehidrogenazei
(reductaza), retinalul se reduce la trans-total-retinol, care este vitamina A. Aceasta
vitamina fie ca ia parte imediat la formarea pigmentilor vizuali din retina, fie ca se
esterifica, predominant cu acidul palmitic si se depune in ficat. Esterul vitaminei A,
se poate transforma reversibil in retinol si apoi in retinal, in functie de necesitatile
din organism. Oxidarea retinalului la acid retinoic este un proces ireversibil [67].

In laptele mamiferelor pigmentul carotenoidic preponderent este B-caro-
tenul. Astfel laptele de vaca si de oaie contine in perioada de iarnd intre 0,014
mg/100 ml si 0,015 mg/100 ml, iar vara pana la 0,062 mg/100 ml. In laptele de
capra, carotenoidele sunt absente, fapt ce permite diferentierea lui de cel de oaie si
adesea serveste drept indice pentru determinarea amestecului laptelui de capra, cu
cel de oaie sau vaca [68,69]. Continutul procentual al carotenoidelor din laptele de
femeie, stabilit in Anglia, in timpul celui de-al doilea razboi mondial, se prezinta
astfel: a- si B-carotenul 23%, luteina 47%, licopina 9%, pigmenti neidentificati 21% [70].

2.2.4. Distributia metabolitilor compusilor carotenoidici in
plante si animale

Metabolitii carotenoidelor sunt raspanditi atat in regnul vegetal cat si in cel
animal, fiind produsi de oxidare ai carotenoidelor, cu schelet diferit, cuprins, in
general, intre 20 si 11 atomi de carbon [1].

2.2.4.1. Metabolitii C20

In aceastd grupd de metaboliti sunt cuprinsi retinolii (vitaminele A) si
derivatii lor, precum si retinoidele, care sunt metaboliti ai retinolului [71, 72].

Retinolii si dehidroretinolii se afld numai in organismele animale, unde se
formeaza din provitamina A, in special in mucoasa intestinala si in ficat.

Necesarul organismului adult de retinol este de 0,7 mg/zi (1,0 mg retinol
corespunde la 3333 U.I. iar o U.I. corespunde la 0,6 ug pB-caroten). Necesarul este in
functie de varsta, specia animalda si de masa corporald. Retinolul din plasma
sanguina se afla intotdeauna legat de o proteina sericd numita prealbumina. Pentru
mentinerea unei concentratii normale de retinol in sdnge este necesar ionul de zinc.
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Cei mai importanti metaboliti ai retinoidelor sunt formele lor aldehidice si
anume: retinalul si dehidroretinalul, sub diferite forme izomere, dintre care all-
trans-retinolul si 11-cis-retinolul sunt de importanta biochmica mai mare [73].

Acizii retinoidici sunt forme carboxilice ale retinolilor. Mai importanti sunt
acidul trans-total retinoic si acidul 11-cis-retinoic. Acidul retinoic nu este depozitat in
ficat ci este vehiculat in sdnge, in mod analog acizilor grasi cu catena lunga. In
plasma umana concentratia acidului retinoic variaza in functie de varsta, sex, starea
de sanatate, etc. In medie, pentru un adult sanatos este de 1,80 umol/l la barbati si
1,5 umol/l la femei [62, 74]

2.2.4.2. Metaboliti Cis

in unele culturi de ~Blakeslea trispora"™ s-a identificat un metabolit Cjs:
acidul trisporic: - o forma alcoolica si una cetonica [4]:

COOH COOH
X NN
OH (0]
(o] [e]
Acid trisporic - forma hidroxilica Acid trisporic - forma cetonica

2.2.4.3. Metaboliti Cis

Dintre metabolitii C15, de importanta mai mare si mai studiati sunt: acidul
abscisic, acidul faseic si o serie de glicozizi ai lor. Se considera ca acidul abscisic se
gaseste in toate plantele tinere si ca are o actiune fitohormonala, regland un numar
mare de procese biochimice in regnul vegetal [75].

Se cunosc si o serie de metaboliti Ci5, care sunt epoxizi sau furanoizi si sunt
inhibitori ai germinatiei semintelor sau ai cresterii tesuturilor plantelor.

2.2.4.4. Metaboliti Ci3

Dintre compusii cu 13 atomi de carbon se amintesc: a- si B-ionona,
damascenona, care se afla in numeroase produse vegetale, in esente de trandafiri si
arome, ca: aroma de ceai, zmeura, morcovi, tomate, precum si in secretiile unor
insecte [76].

@AAO éf%o iﬁfdo

a-Ionona p-Ionona a-Damascenona
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2.2.4.5. Metaboliti C11

Metabolitii C11 si metabolitii cu schelet superior se afla impreuna in plante si
animale. Astfel, actinidiolida, dehidroactinidolida si loliolida au fost izolate din
diferite specii de plante si din insecte [76].

>
(0] 0] o]
X (0] (0] HO (¢]

Actinidiolida Dihidro-actinidiolida Loliolida

Metabolitii carotenoidelor, mai ales cei inferiori, sunt foarte numerosi si
prezinta importanta pentru faptul ca sunt componente ale diferitelor arome ale
fructelor, florilor si secretiilor animalelor si insectelor [75,76].

2.3. PROPRIETATI FIZICE SI CHIMICE GENERALE ALE
CAROTENOIDELOR

2.3.1. Proprietati fizice generale

Marea majoritate a compusilor carotenoidici sunt substante colorate,
posedand un cromofor alcatuit din cel putin 8 - 9 legaturi duble C=C conjugate.
Cele care contin mai putin de 8 sau 9 legaturi C=C conjugate sunt incolore; asa sunt
de exemplu, fitoenul, fitofluenul si &-carotenul. Carotenoidele care contin in
moleculd un sistem polienic cu 10 duble legaturi au o culoare galbena (a-carotenul,
a-criptoxantina, luteina, etc.), cele cu 11 duble legaturi au culoare portocalie (B-
carotenul, criptoxantina, zeaxantina, etc.), iar cele cu peste 11 duble legaturi au o
culoare rosie (torulina, celaxantina, retrodehidro-B-carotina, etc.). Dublele legaturi
neconjugate din moleculda nu influenteaza prea mult culoarea, iar atunci cand au o
influenta asupra culorii, efectul este de deschidere si nu de intensificare [2,77,78].

Culoarea solutiilor carotenoidelor este dependenta atat de natura pigmen-
tului, cat si de concentratia solutiei. Solutiile carotenoidelor nu prezinta fluorescenta.
Carotenoidele carbonilice sunt de culoare rosu-violetda, cele cu grupari epoxi au
culoare galbena.

Pigmentii carotenoidici se dizolva bine in solventi organici (acetona, eter
etilic, eter de petrol, acetat de etil, cloroform, hexan etc.) si in lipide. Carotenoidele
oxigenate se dizolva numai in solventi organici polari [79].

Unele carotenoide au in moleculd atomi de carbon asimetrici, deci sunt optic
active.

Carotenoidele prezintd un miros slab aromat, caracteristic. Nu sunt toxice si
nici iritante. Punctele lor de topire sunt, in general, situate sub 250°C, marea
majoritate fiind cuprinse intre 170 si 20°C [79].

Datorita numarului mare de duble legaturi pe care le contin in molecul3,
carotenoidele au posibilitatea de a exista sub forma unui mare numar de izomeri
geometrici cis-trans. Astfel B-carotenul care contine 11 duble legaturi conjugate
poate exista, teoretic, sub forma de 272 izomeri cis-trans, iar licopina, cu 13 duble
legaturi C = C, de 1056 izomeri. Izomerii cei mai stabili sunt cei trans-trans sau all-
trans. Acesti izomeri au un continut mai mic de energie si pot fi transformati in
izomeri cis-trans sub influenta luminii, caldurii, iodului, acizilor, solventilor etc. [1,
5]. Aceste amestecuri de izomeri se pot separa prin cromatografie pe coloana.
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Izomerii astfel separati nu se pot obtine cristalizati in stare pura, deoarece prin
eluare sau in decursul cristalizarii se izomerizeaza partial in forma all-trans. Totusi
s-au determinat puncte de topire ale unor izomeri cis-trans gasindu-se valori mult
mai scazute fata de forma all-trans. Se pare ca exista si In natura izomeri cis-trans
care finsotesc forma trans-total si nu reprezintd intotdeauna rezultatul unei
izomerizari produse in decursul prelucrarii extractelor sau al pastrarii materialului
vegetal. Astfel este cazul prolicopinei care insoteste licopina in unele soiuri de
tomate [80].

Caldura, lumina, acizii si adsorbtia pe o suprafatda activa (de exemplu:
alumind) determind izomerizarea trans-carotenoidelor (configuratia uzuald) la forma
cis. Aceasta conduce la unele diminuari ale culorii si ale activitatii provitaminice [79].

Toti pigmentii carotenoidici prezinta spectre de absorbtie specifice in UV si
VIZ care servesc la caracterizarea si dozarea lor.

2.3.2. Proprietati chimice generale

Proprietatile chimice ale carotenoidelor sunt imprimate, in primul rand, de
gradul ridicat de nesaturare, dar si de gruparile functionale grefate pe molecula. Dau
reactii de hidrogenare, halogenare, oxidare, esterificare, deshidratare, condensare
[2,79].

2.3.2.1. Reactia de hidrogenare

Prin hidrogenarea carotenoidelor si metabolitilor lor, la nivelul dublelor legaturi
C = C, cu hidrogen, in prezenta catalizatorului Pt, se obtin produsi complet saturati,
numiti perhidrocarotenoide. Dupa cantitatea de hidrogen aditionata se poate stabili
numarul de duble legaturi prezente in molecula. La hidrogenarea in prezenti de Ni se
pot obtine carotenoide partial hidrogenate [1, 80]:

© GRS SR

l B,B-caroten

Pt. hidrogenare
+ 11 H:

perhidro-B,B-caroten

2.3.2.2. Reactia de reducere cu hidruri metalice

Hidrurile metalice constituie cei mai activi reactanti de reducere a
carotenoidelor. Cu ajutorul lor se pot obtine hidroxicarotenoide din epoxicarotenoide
si din ceto- sau aldo-carotenoide, precum si dehidrocarotenoide [81]. Dintre
hidrurile metalice se utilizeaza mai frecvent borohidrura de sodiu (NaBH4), de
potasiu (KBH4) si de litiu si aluminiu (LiAIH4). Aceste hidruri au actiune de reducere
numai asupra gruparilor functionale, dar nu si asupra sistemului de duble legaturi [6].
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La tratarea cetocarotenoidelor cu hidruri metalice se obtin, pe langa produsii
finali, si o serie de produsi intermediari, in timp ce la reducerea 5, 6 — epoxicaro-

tenoidelor se obtin 6-hidroxi- sau 5-hidroxicarotenoide [1].

a) Reducerea cetocarotenoidelor:

N D NG
LiAIH,
-
Cartaxantina

OH OH

Izozeaxantin3 I—'A|H4

4-hidroxi-4 " -ceto-
B,B-caroten

b) Reducerea epoxicarotenoidelor:

NSOl e s
H

5,6-epoxi-B,Bcaroten
5-hidroxi-5,6-dihidro-,B-caroten LiAIH,

6-hidroxi-5,6-dihidro-
3,B-caroten

c) Reducerea aldocarotenoidelor:

4R—C=0 + LiAIH,~—=R—CH;—0—Li+ (R=CHy—0)Al
H
l +4H,0

4R—CH;—OH + LIOH +AIOH),
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2.3.2.3. Reactia de halogenare

Compusii carotenoidici reactioneaza cu halogenii si dau nasterea la derivati
halogenati stabili sau instabili, care pot servi la determinarea numarului si pozitiei
dublelor legaturi din moleculd. Se cunosc putini derivati halogenati stabilia ai
carotenoidelor [1, 80, 82]. La acetonoliza derivatilor halogenati se formeaza

retrodehidrocarotenoide:

S

f8,B-caroten 5,6,5',6'-tetraiod-p.B-caroten

| 5
oape

Retrodehidrocaroten
(Izocaroten)

La tratarea B-carotenului in solutie de CCls sau CHCl3 cu bromsuccinimida
(NBS) se obtin dehidrocarotenoide si retrodehidro-carotenoide. In prima etapa a
reactiei se obtine derivatul bromurat, care in etapa a doua se dehalogeneaza,
obtinandu-se dehidrocarotenoide[1,80]:

CHg CO CH2 CO
H

f,B-caroten
1,4’-Brom-B,B-ca roten

oqpe

Retrobisdehidro-p,B-caroten

-2HBr

Prin tratarea p-carotenului cu NBS in prezenta de etanol, aniling,
fenilmercaptan, acid acetic etc. se obtin derivatii de substitutie ai B-carotenului la atomii

de carbon Cs si C4':
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3 T

S—CgHs S—CgHs OC,Hg OC,H;g
4,4'-difenilmercapto- f-caroten 4,4'-dietoxi -B,B-caroten
B,p-caroten
+NBH
2C6HSSH +2C2H50
2HB ] l —2HBr
+2C6HSN/ 4, 4’ dibrom-g,B- caroten 42CH3COOH
2HBr —2HBr

OX|dare
ﬁ---% @\----ﬁ
HNCHs HNCHs : i i >‘|; OCOCH3 OCOCHg3
4,4'-dianilino-B,B-caroten cantaxantind 4,4'-diacetoxi-p,B-caroten

2.3.2.4. Reactia cu tetraacetatul de plumb

Sub actiunea tetraacetatului de plumb, carotenoidele sau nastere atat la
produsi de dehidrogenare, cat si de oxidare [1,80]:

. A
_ Ef(cmcom Pb Ej/i\ /ﬁ

Retrodehidro-,Bcaroten

(CH3COO)4Pb : j - /,: :

OCOCH; OCOCH;
4,4'-diacetoxi-p,B-caroten

5

OCOCH;

4-acetoxi-p,B-caroten

B,B-caroten
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N NN
+ CHyCO0° /:ij
OCOCH;
B,B-caroten l
O /jé

Mutatocrom
(oxid furanoidic)

2.3.2.5. Formarea de complecsi cu TiCls

Sub actiunea TiCls, care este un reactant electrofil, diferitele carotenoide,
hidrocarburi si derivati oxigenati, dau nastere la complecsi cu transfer de sarcing, de
tipul: [R - TiCl3]*Cl-, cu proprietati semiconductoare [1]. Au fost caracterizati un
numar mare de complecsi cu TiCls atat produsi de aditie, cat si de fixarea a TiCl4 la
gruparea carbonil (in cazul carotenoidelor carbonilice):

) 3 §
Ticl, o >C=0—TiCl,

Astfel de complecsi au o stabilitate deosebit de mare [1].

2.3.2.6. Reactia cu acizii

Epoxicarotenoidele de tipul 5,6 in prezenta de HCI sunt repede izomerozate
la epoxizi de tipul 5,8 (furanoid oxid). Aceasta izomerizare implica scurtarea
cromoforului, insotitd de o deplasare puternica hipocroma a maximelor de absorbtie
in vizibil: cu 7-22 nm pentru monoepoxizi si cu 40 nm pentru diepoxizi [1]:

0 HCI i
5,6 - epoxicarotenoida 5,8 - epoxicarotenoida
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2.3.2.7. Reactia cu baze

Cele mai multe carotenoide sunt stabile la baze. Fac exceptie: astaxantina,
care este rapid oxidata in aer la astacina, actinoeritrina este oxidata la o varietate
de produsi; peridinina si fucoxantina sunt instabile la baze in conditii anaerobe.
Aldocarotenoidele sunt stabile fata de baze, chiar si in prezenta de oxigen, dar in
prezenta de acetona si baze formeaza, prin condesare cetocarotenoide [1].

KOH(aer) o
HO H" ko
o o
Fragment din molecula de Fragment din molecula de
astaxantind astacina (sare de K)

R-CHO + CH3-CO-CHs - R-CH = CH - CO - CH3

Aldocarotenoida Acetona Cetocarotenoida

2.3.2.8. Reactia de oxidare

Sub actiunea diferitilor oxidanti (02, KMnO4, K2Cr.07, MnO;, Ag:0, CrOs,
H,0,, 0sO4, cloranil etc.) carotenoidele sufera numroase reactii de oxidare. Reactiile
de oxidare sunt utilizate atat in scopuri preparative, de oxidare a hidroxicaroteno-
idelor la cetocarotenoide, a B-carotenului la vitamina A, cat si pentru dovedirea
structurii carotenoidelor.

a) Oxidari pentru dovedirea structurii carotenoidelor

In scopul elucidarii structurii carotenoidelor, au fost utilizati ca si oxidanti:
ozonul, acidul cromic, bicromatul de potasiu, permanganatul de potasiu si alti
oxidanti [1,80]. Astfel, p-carotenul poate fi transformat in retinol:

6@%

B,B-caroten
10504, H202
_0
C:H
2
Retinal

Retinol (vitamina A)
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b) Oxidari cu hidroperoxid de tetralina

Hidroperoxidul de tetralind este un oxidant cu ajutorul caruia se pot grefa
direct grupari hidroxilice pe ciclul iononic al carotenoidelor, in pozitie alilica fata de
dubla legatura. In acest fel, de la B-carotind se obtin hidroxicarotenoide,
cetocarotenoide si dehidrocarotenoide [1,80]:

3,4,3° 4’-bisdehidro-p-caroten 3,4 — dehidro-B,B-caroten

CHCh CHCI
3
- FLK *+HCl ) H:R + HCI

0 (0 I

B.,B-caroten Izozeaxantina Izocriptoxantina
b
oxiudaie oxiaare
ROOH: :
H ,OOH l lROOH

Nee é[\ ----- ﬁé@(\ _____ 5

Hidroperoxid de
tetraling Cantaxantina Echinenona

c) Oxidari cu Ag.0

Oxidul de argint este utilizat pentru oxidarea hidroxicarotenoidelor cu OH
alilix, la cetocaroetnoide [1]. Oxidantul trebuie sa fie proaspat preparat prin
descompunerea termica a Ag,COs. Randamentele cu care se obtin cetocarotenoidele
sutn superioare celor in care se utilizeaza alti oxidanti. Solventii cei mai adecvati
sunt CCls si CHCls:

e Z 0 Z
Ag,0
—
OH
Izocriptoxantina Echinenona
X N e e 7
P AgZO e S Z AQZO VA
—
OH

4-ceto-4'-hidroxi-

5.8 ¢ Cantaxantina
,B-caroten

Izozeaxantina
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d) Oxidari cu I, in prezenta luminii
In prezenta oxigenului, a iodului si a luminii, hidroxicarotenoidele se
transforma in cetocarotenoide [1]:

hv, |
2R-GH-R; + 120, —5 R-C—R; + L2H,0, + 2H
OH o)
N Z hyv |2 oo
+120, P2 +1/2 Hy0, + 2 HI
OH . . (0] .
Izocriptoxantina Echinenona

e) Oxidari cu cloranil
Cloranilul, avand rol de acceptor de hidrogen detemina oxidarea hidroxicaro-
tenoidelor la cetocarotenoide, randamentul in produsi de reactie fiind ridicat [1]:

OH

Izozeaxantina Cloranil Cantaxantina Tetraclor-
hidrochinona

f) Oxidari cu K>Cr20;
La utilizarea bicromatului de potasiu, din p-caroten se obtin carotenone [1,80]:

Z N
o _0
T .
ii[[\ /jé < semi [} -carotenona

B-caroten T e Z

[-carotenena

2.3.2.9. Reactia de autooxidare

Carotenoidele se autooxideaza in prezenta de oxigen, atat in solutie cat si in
stare cristalind si se transformd in produsi superiori de oxidare, prin degradarea
sistemului polienic. Procesul de autooxidare este stimulat de prezenta luminii,
temperatura, umezealda si oxigen. Autooxidarea este mai intensa in mediul acid,
decat in mediul neutru sau slab bazic.

Amestecul de reactie este extrem de complex, dar predomina carotenalii [83,84]:
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0-0
I
R—CH=CH-R + O,—>R—-HC—CH-R—>2R—CHO

2.3.2.10. Reactia de esterificare

Hidroxicarotenoidele se pot esterifica prin tratarea lor cu anhidrida acetica
sau clorura de acetil [1]. Reactia de esterificare decurge mai usor si cu randamente
bune la hidroxidul alilic si mai greu la cel nealilic.

Acizii carotenoidici, se esterifica relativ usor cu alcooli si cu glucide.

Esterificarea se realizeaza cu usurinta si ,in vivo”. Astfel, este cunoscut faptul ca
in flori, fructe etc., hidroxicarotenoidele naturale se gasesc predominant sub forma de
esteri [79]. Esterificarea se face cu hidroxidul de la C-3 al carotenoidelor si acizii grasi
superiori (oleic, palmitic, stearic etc.)

2.3.2.11. Reactia de eterificare

Cu randamente bune se obtin eterii carotenoidici prin tratarea
hidroxicarotenoidelor in care s-a barbotat HCI uscat, in prezentd de metanol sau
etanol. Reactia de eterificare poate fi redata astfel [1]:

+ + R;—OH +
RR;CH—OH + H"—> RR,CH—OH, H_O> RR,CH 2—>RR1CH—OHR2?> RR{CH—0—R,

-2
2.3.2.12. Reactia de condensare

Carotenoidele cu grupadri carbonilice si in special aldocarotenoidele,
condenseaza cu usurintd cu produsii aminati sau cu compusi ce contin metilen activ
in molecula. La condensare cu H,N-OH se formeaza aldoxime sau cetoxime
carotenoidice, care servesc la identificarea gruparii carbonilice din molecula
carotenoidelor. Acesti produsi de condensare au culoare rosie. Prin condensarea
carotenoidelor si metabolitilor lor, care contin grupare aIdehidic*é, cu rodamina sau
acid hipuric, rezulta produsi colorati in albastru-violet. Astfel prin condensarea
aldehidelor cu acid hipuric in prezenta de anhidrida acetica si acetat de sodiu,
rezulta carotenoide oxazolonice [1]:

i
CH
R—C=0 H,C—COOH NP
| + 2| — R C \O
H HN—CO—CgHs  ~H:0 |
N == C_C6H5
Retinal, c s
Apocarotenal, Acid hipuric arotenoida

. ! xazolonica
Diapocarotendial oxazolonica

Se pot forma atdt monooxazolone, cat si dioxazolone, in functie de natura
carotenoidei.

In urma deschiderii ciclului oxazolonic, din carotenoidele oxazolonice rezulta
o] serie de apocarotenoide azotate:
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R-CH=C-G=0 Hx R-CH=C—COX
0] — |
/ NH—CO—C6H5
N=C—CgHs
X = - OH;
- OCHs; - N (CH2)40;
-NH - NH3; - N(CHz - CHa);
- NH - NH - CgHs - N (CHz = CHz = NHy);
-N(CH>)3; - N (CHz - CHz - OH).

2.4. METODE DE EXTRACTIE, IDENTIFICARE SI DOZARE A
CAROTENOIDELOR

2.4.1. Extractia carotenoidelor

Principala problema in analiza carotenoidelor deriva din instabilitatea lor.
Astfel, orice metoda de analiza ar fi aleasa, masurile de precautie pentru a preveni
degradarea compusilor carotenoidici si pierderile cantitative trebuie sd constituie o
practica standard in laborator. Extractia si analizele carotenoidelor trebuiesc facute
in cel mai scurt timp posibil, la temperatura camerei, la lumina slaba, evtandu-se
contactul cu oxigenul si cu acizii si folosind solventi cu un mare grad de puritate,
liberi de impuritati dadunatoare [4,5,79].

2.4.1.1. Extractia cu solventi organici

Distributia intr-o mare varietate de materiale a carotenoidelor face ca nici o
metoda de extractie cu solventi organici sa nu poata fi aplicata in mod univerasal si
adoptata ca o tehnica standardizata. Alegerea metodei de extractie este determinata
in principal de natura materialului, de proprietdtile si de cantitatea pigmentilor
prezenti [4,5].

Pentru a facilita extractia, probele trebuiesc foarte bine maruntite. Dupa
maruntire, omogenizarea si extractia trebuie realizate imediat, deoarece maruntirea
elibereaza enzimele care catalizeaza oxidarea carotenoidelor si acizi care determina
izomerizarea trans-cis. Compusii carotenoidici sunt in general extrasi din produse
biologice care contin mari cantitati de apa, cu solventi organici miscibili cu apa (de
exemplu: acetond, etanol, metanol) sau amestecuri de solventi. Materialele uscate
pot fi extrase cu solventi nemiscibili cu apa, dar extractia este de obicei mai
eficienta daca materialul este mai intai rehidratat si apoi extras cu solventi miscibili
cu apa [4,5,79]. Pentru omogenizare proba maruntita se poate introduce, impreuna
cu o portiune de solvent, intr-un amestecator electric potrivit, timp de 1-2 minute,
sau se poate tritura, cu putin nisip de cuart si solvent, intr-un mojar. Dupa filtrare
(de obicei folosind o pélnie Buchner), reziduul solid se reintroduce in amestecator
sau in vasul de extractie si se reextrage cu solvent proaspat. Extractia si filtrarea se
repeta pana la decolorarea reziduului (trei extractii sunt, de obicei, suficiente).

Extractul contine obisnuit cantitati mari de apa, care poate fi indepartata
prin repartitia carotenoidelor in solventi nemiscibili cu apa: hexan, eter de petrol,
eter etilic, diclormetan sau amestecuri ale acestor solventi, intr-o palnie de
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separare. Eterul etilic sau un amestec de eter etilic cu hexan sau cu eter de petrol
este preferat pentru extractele cu mari cantitati de xantofile [79]. Concentrarea
extractelor carotenoidice la volume mai mici sau indepartarea solventilor se face sub
vid la temperaturi intre 35-45 °C, in evaporatoare rotative.

Pentru indepartarea clorofilelor si a lipidelor nedorite care pot interfera la
separarea cromatografica si pot scurta durata de viata a coloanei HPLC, se practica
saponificarea extractelor carotenoidice prin tratarea extractului in eter de petrol sau
hexan cu un volum egal de solutie etanolicda de KOH 10% (sau mai concentrata) si
ldsarea peste noapte la temperatura camerei si la intuneric, dupa care solutia de
carotenoide este spdlatd de mai multe ori cu apa distilata in vederea indepartarii
complete a alcaliior [5,79]. Saponificarea este omisa in cazul izolarii esterilor
carotenoidici care hidrolizeaza prin aceasta procedurda si in cazul izolarii
carotenoidelor sensibile la alcalii (fucoxantina, violaxantina etc). In cazul probelor
care contin cantitati mari de steroli se recomanda ca mai inainte de saponificare sa
se realizeze indepartarea sterolilor din extract prin tratarea acestuia cu eter de
petrol si |asarea peste noapte la -10 °C [1]. Sterolii precipitati se indeparteaza apoi
prin centrifugare la cca. 2000 rpm, supernatantul concentrandu-se sub vid pana la
un volum mai mic.

2.4.1.2. Extractia cu fluide supercritice

Metodele traditionale de extractie a carotenoidelor necesita mai mult de o
treapta de extractie cu solventi organici care sunt interzisi in procesarea aditivilor
alimentari. In plus, sunt necesare noi etape de procesare pentru indepartarea
carotenilor de clorofile. In consecinta, a aparut necesitatea dezvoltarii unor metode
de extractie mai rapide si mai compatibile cu procesarea alimentara [30]. Motivele
dezvoltarii impetuoase a acestei tehnologii sunt [85]:

- cresterea brusca a costului energiei, ceea ce a condus la cresterea costului
tehnologiilor energo-intensive de izolare;

- legislatii extrem de riguroase privind controlul poluarii si necesitatea
inlocuirii solventilor uzuali toxici si inflamabili, ceea ce a condus la
considerarea solventilor supercritici (bioxidul de carbon supercritic) drept o
alternativa atractiva;

- necesitatea obtinerii unor principii active cu proprietati performante, care nu
se pot obtinute prin metode extractive clasice.

Pentru extractia carotenoidelor se foloseste ca solvent supercritic bioxidul de
carbon care prezinta numeroase avantaje dintre care [86,87]:

- nu este inflamabil;

- este usor de indepartat din produs, fiind gaz in conditii normale;

- nu are culoare, gust si miros;

- este ieftin si usor de obtinut;

- extractele sunt libere de reziduurile caracteristice extractiei cu solventi
organici.

Dioxidul de carbon este un solvent nepolar extrdagand cel mai bine compusi
nepolari. Puterea sa de solvatare si selectivitatea sa se poate Imbunatatii insa prin
utilizarea co-solventilor polari, cel mai des utilizati fiind etanolul si metanolul [87].

Un model de instalatie pentru extractia carotenoidelor cu fluide supercritice
din materiale vegetale [87] este prezentata in figura 2.3. Dioxidul de carbon lichid
este furnizat de un cilindru de gaz si eliberat intr-un vas de stocare. CO, este
comprimat la presiunea doritd prin intermediul unei pompe si este incalzit la
temperatura de extractie pentru a ajunge in stare supercriticd mai inainte de a intra
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in extractor. Extractorul utilizat (5L, Natex, Ternitz, Austria) poate functiona pana la
o presiune de maximum 500 bar si o temperatura de maximum 120°C. CO;
comprimat este apoi ldasat sa curga ascendent prin stratul montat vertical si
compusii solubili sunt extrasi. CO, paraseste extractorul si intra in primul vas de
separare prin valva de presiune. Produsul uleios obtinut Th urma extractiei
supercritice se depune la fundul vasului si poate fi colectat si cantarit. Volumul total
de CO; consumat este masurat de gazometru. Prin deschiderea valvelor potrivite,
CO> poate fi recirculat in vasul de stocare. Extractorul se umple cu 2,2 - 2,3 kg
material vegetal maruntit. Probele de produs acumulate se colecteaza si cantaresc la
anumite intervale de timp. Viteza de curgere a CO. se regleaza la aproximativ
7 kg/h. kg materie prima.

Figura 2.3 - Unitate pentru extractia cu fluide supercritice
1 - cilindru cu CO2; 2 - rezervor tampon; 3 - racitoare MLW. M16; 4 - detector RFT
9729; 5 - valva; 6 - pompa Lewa EM-1; 7 - incalzitor; 8 - extractor; 9 - valva pentru
reglarea presiunii in extractor; 10 - separatoare; 11 - valve cu membrana pentru reglarea
presiunii in separatoare; 12 - gazometru

2.4.2. Identificarea compusilor carotenoidici

Comportamentul cromatografic si spectrul de absorbtie in UV/VIS sunt
primele repere in identificarea caritenoidelor. Atat lungimea de unda a maximului de
absorbiie  (Amax) cat si  structura spectrala find sunt caracteristice
cromoforului.[5,79]. Mai multe aspecte structurale ale carotenoidelor sunt
reflectate, de asemenea, in afinitatea de absorbtie relativa, care variaza atat cu
natura scheletului cat si cu tiparul substituentilor cu oxigen. Caracteristicile de
absorbtie pot fi cercetate prin cromatografie pe coloana sau, la o scara mai mica,
prin cromatografia pe strat subtire si prin cromatografia pe hartie. Numarul si
natura functiilor cu oxigen ale unei carotenoide contribuie atat la repartitia lor intre
eter de petrol si metanol apos, cat si la repartitia lor cromatografica [4,5,79].

Dezvoltarea metodelor de cromatografie de lichide de inalta performanta
(HPLC), a contribuit la noi progrese in analiza compusilor carotenoidici, in special in
ultimii ani [5,79,88]. Astfel cunoscandu-se faptul cd pigmentii carotenoidici sunt
usor oxidabili, in prezent se utilizeaza adaugarea de antioxidanti, cum este t-butil-
hidroxi-toluenul, in faza mobild si mentinerea temperaturii coloanei la o valoare
constanta si scazuta [89,90]. Cuplarea unui detector cu fotodioda la sistemul HPLC
permite colectarea continua a datelor spectrofotometrice in timpul analizei [91],
care in unele cazuri nu este suficientd pentru identificare.

Odata cu cresterea numarului de carotenoide cunoscute si cu accesibilitatea
si dezvoltarea spectrometriei de masd, s-a ajuns ca astdzi spectrometria de masa sa
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devin foarte utild in identificarea carotenoidelor. In cazul probelor suficient de pure
de carotenoide, spectrometria de masa conduce la elucidarea structurii carotenoidei
prin fragmentarea probei si stabilirea cu finalta rezolutie a formulei moleculare.
Pentru identificarea si dozarea carotenoidelor din matrici de probe complexe,
(continand in plus alti compusi care absorb in UV) se cupleaza un sistem
cromatografic cu faza inversa la un spectrometru de masa [5,79,88].

Proba necesard pentru spectrometria de masa este in cantitati foarte mici,
iar aplicarea ei este universala in analiza de carotenoide naturale. Cu toate acestea,
metode ca spectroscopia I.R. si rezonanta magnetica protonica (!H-RMN) sunt
metode indispensabile in determinarea structurii carotenoidelor. Spectroscopia I.R.
da indicatii asupra prezentei gruparilor functionale, iar valorile 1H-RMN sunt capabile
sa puna in evidenta numarul si natura protonilor metililor si a altor protoni ai
moleculelor carotenoidelor [79].

2.4.2.1. Identificarea compusilor carotenoidici prin caracte-
ristici de adsorbtie

Determinarea caracteristicilor de adsorbtie a unei carotenoide este utilizata
pentru identificarea ei. Aceasta se poate realiza prin cromatografie pe strat subtire
sau pe coloana. Caracteristicile de adsorbtie ale unei carotenoide sunt influentate de
structura ei chimica. [5,79] Astfel daca in structura carotenoidei se gasesc grupari
functionale de atractie electrostatica fatd de adsorbant, ea va fi mai puternic
adsorbita

Multe carotenoide prezinta absorbtia maxima la trei lungimi de unda
rezultand un spectru cu trei picuri. Cu cat numarul de legaturi duble conjugate este
mai mare, cu atat absorbtia maxima este la o lungime de unda mai mare [5,79].
Astfel, carotenoida aciclica cea mai nesaturata: licopenul, cu 11 legaturi duble
conjugate, are culoare rosie si absoarbe la cea mai mare lungime de unda (Amax la
444, 470,502 nm). (- Carotenul (galben deschis), care are de asemenea o structura
aciclica, prezinta tot trei picuri bine definite, dar la lungimi de unda mult mai mici
(Amax la 378, 400, 425 nm), avand sapte legaturi duble conjugate.

Carotenoidele ciclice prezinta maxime de absorbtie la lungimi de unda mai
mici decat cele aciclice. Astfel, molecula biciclica a B-carotenului, desi prezinta
acelasi numar de duble legaturi conjugate ca si licopenul, are culoare galbena-
portocalie si maxime de absorbtie la 425, 450 si 477 nm. y-Carotenul, cu structura
monociclica, are culoare rosie-portocalie si prezinta un spectru intermediar intre
licopen si B-caroten. a-Carotenul prezentdnd 10 duble legaturi conjugate in
moleculd, are o culoare galben-deschisa iar spectrul sau de absorbtie se gaseste la
lungimi de unda mai mici (422, 445, 473 nm) decat in cazul B-carotenului

Introducerea substituentilor hidroxilici in molecula carotenoidei nu afecteaza
cromoforul. Astfel spectrele luteinei, zeaxantinei si a-criptoxantinei se aseamana cu
cel al a-carotenului iar cele ale B-criptoxantinei si zeaxantinei, cu cel al B-caro-
tenului [5,79]. Izomerizarea cis a legaturilor duble din cromofori determina o usoara
pierdere in culoare, o mica deplasare hipsocroma (de obicei intre 2 si 6 nm pentru
mono-cis) insotitd de aparitia unui pic- ,cis” cu circa 142 nm mai inainte de
lungimea de undd a maximului de absorbtie a trans- carotenoidei cand este
masurata in hexan [5]. Intensitatea benzii cis este mai puternica atunci cand dubla
legatura este mai apropiata de mijlocul moleculei. Astfel, izomerul 15-cis, in care
legatura dubla cis este la mijlocul moleculei, prezintd un pic-cis foarte proeminent.

Spectrele de absorbtie ale carotenoidelor depind foarte mult de solventul
utilizat (tabelul 2.11.). Aceasta caracteristicd a carotenoidelor trebuie avuta fin
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vedere cand se analizeaza spectrele inregistrate de detectorul cu fotodioda al HPLC
deoarece acestea sunt obtinute in amestecuri de solventi [5].

Tabelul 2.11.
Maximele de absorbtie(nm) ale principalelor carotenoide in diferiti solventi[5]
Carotenoida Soventul Amax (NM)
a-caroten acetona 424 448 476
cloroform 433 457 484
etanol 423 444 473
hexan, eter de petrol 422 445 473
B-caroten acetonad (429) 452 478
cloroform (435) 461 485
etanol (425) 450 478
hexan, eter de petrol (425) 450 477
a-criptoxantind cloroform 435 459 487
etanol 423 446 473
hexan 421 445 475
B-criptoxantind cloroform (435) 459 485
etanol (428) 450 478
eter de petrol (425) 449 476
luteind cloroform 435 458 485
etanol 422 445 474
eter de petrol 421 445 474
licopen acetonad 448 474 505
cloroform 458 484 518
etanol 446 472 503
eter de petrol 444 470 502
zeaxantind acetond (430) 452 479
cloroform (433) 462 493
etanol (428) 450 478
eter de petrol (424) 449 476

in cromatografia pe coloand cu fazd normald, afinitatea de adsorbtie
depinde de: a) numarul de duble legaturi conjugate, b) ciclizare, c) prezenta
substituentilor cu oxigen. Influenta numarului de legaturi duble conjugate este cel
mai bine ilustratd de afinitatile de absorbtie ale carotenoidelor aciclice care sunt
eluate in ordinea cresterii acestui numar: fioen, fitofluen, {-caroten, neurosporen si
licopen. Comparand carotenoidele monociclice si biciclice, 8-carotenul este eluat
fnaintea y-carotenului si a-carotenul inaintea B-carotenului [5]. Ciclizarea determina
scaderea afinitatii de adsorbtie. Astfel, B-carotenul este mult mai slab adsorbit decat
y-carotenul, care la randul Iui este eluat fnaintea licopenului. Prezenta
substituentilor cu oxigen determina cresterea afinitatii de adsorbtie, marimea
acestei cresteri depinzand de tipul, numarul si locatia functiilor. Acest lucru s-a
demonstrat pe un strat subtire de silicagel developantul fiind un amestec de 3%
metanol in benzen sau 5% metanol in toluen, in care toate carotenoidele hidrocar-
burice sunt eluate cu frontul solventului in timp ce xantofilele sunt distribuite de-a
lungul placii in functie de numarul si tipul substituentilor prezenti. Gruparile hidroxil
influenteaza major comportarea la absorbtie. Astfel, in cromatografia pe strat
subtire carotenoidele dihidroxilice apar mai aproape de linia de start in timp ce
carotenoidele monohidroxilice apar mai aproape de mijlocul placii [5,79].

In cromatografia HPLC cu fazd inversd, ordinea eludrii carotenoidelor este
mai mult sau mai putin inversa celei care se obtine in cea cu faztda normala.
Xantofilele cele mai polare (neoxantina - cu trei grupari hidroxilice si una epoxidica,
violaxantina - cu doud grupari hidroxilice si doua epoxidice, luteina si zeaxantina -
cu doua grupari hidroxilice) sunt eluate mult inaintea carotenoidelor hidrocarburice,
in timp ce carotenoidele monohidroxilice sunt eluate intre acste doua grupe
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Diferentele structurale intre inelele aciclice si aromatice de asemeni determina
diferente in proprietatiile de adsorbtie ale acestor compusi. De asemenea, modificari in
ordinea de elutie pot sa apara cu diferite sisteme adsorbent-solvent [4,5].

In cromatografia pe strat subtire sistemul faza stationara-faza mobila se
alege in functie de natura compusilor de separat. In tabelul 2.12 sunt prezentate
sistemele de developare si valorile Rr pentru unele carotenoide.

Tabelul 2.12.
Valorile Rr pentru carotenoide (distanta de migrare: 12-16 cm, interval de migrare:

40-60 min) [92]

Adsorbant *) S1 Sz S3 Sa Ss Ss Ss Se Se Sz
Faza mobila **) F1 F2 Fa Fs Fe F7 Fs Fa Fo
e-caroten - - - - - 70 84
a-caroten - - - - - 66 80
B-caroten 81 82 96 - - 49 74
d-caroten - - - - - 20 55
y-caroten - - - - - 11 41
Licopen - 74 - - - 1 13
Torulen - - - - - - - - 98
B-zeacarotina 75 - - - - - - - -
B-apo-12-carotenal - - - - - 70 - -
B-apo-8-carotenal - 15 - - - 64 - -
B-apo-10-carotenal - - - - - 53 - -
Licopinal - - - - - 43 - -
Cantaxantina - 0 38 43 63 90
Criptoxantina - - - 34 74 54 75
Luteina - - - - 55 10 35
Anteraxantina - - - - - 0 10 32
Zeaxantina - - 17 - 57 5 24
Violaxantina - - - - 5 21
Capsantina - - - - 5 16
Capsorubina - - - 16 94 0 13
Rodoxantina - - - 16 94 - -

*) Adsorbanti: Si1 : Silicagel G - MgO (1 : 1) activat;

Sz : Silicagel G activat;

S3 : Silicagel + amidon (98 : 2) activat;
S4 : Ca(OH)2 + Silicagel G (6 : 1) activat;
Ss : MgO activat;

Se : fosfat de magneziu, activat;

**) Faze mobile: F1 : eter de petrol (40-60°C) - benzen (90 : 10, v/v);
F2 : eter de petrol (40-60°C) - benzen (50 : 50, v/v);
F3 : n-hexan : eter etilic (30 : 70, v/v);

F4 : benzen;

Fs : benzen-metanol (98 : 2 ,v/v);

Fs : eter de petrol (40-60°C) = benzen (50 : 50, v/v);
F7 : eter de petrol (40-60°C) = benzen (10 : 90, v/v);
Fs : tetraclorura de carbon;

Fo : clorurd de metilen; acetat de etil (80 : 20, v/v);
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Carotenoidele se pot separa in bune conditii si pe straturi de silicagel
impregnate cu ulei de parafind, pe straturi celulozice sau poliamidice. Pe placi de
silicagel impregnate cu ulei de parafind s-au separat aldehidele carotenoidice
folosind ca developant metanol saturat cu ulei de parafind [92]. Valorile R¢ obtinute
sunt redate in tabelul 2.13.

Tabelul 2.13
Valorile Rr pentru aldocarotenoide pe silicagel impregnate cu ulei de parafind [92]

Cao Cs7 Css Cs2 Cso Cy7 Cas Co

28 34 38 47 49 63 69 85

Se observa ca valoarea Rf scade (puterea de retinere pe silicogel impregnat
cu ulei de parafina creste) pe masura ce numarul de atomi de C din molecula creste.

2.4.2.2, Identificarea compusilor carotenoidici prin teste chimice

Prin tratarea carotenoidelor cu SbCls;, H,SO4 concentrat, HCl concentrat,
HCIOs sau BF3; apare o coloratie albastrda. De asemenea, se pot utiliza clorurile
metalelor ca: AICIs, TiCls, HgCly, etc. [1]

Metodele de testare chimica a compusilor carotenoidici prezinta o
importanta crescanda pentru identificarea acestora.

O valoare particulard a acestora este aceea ca se pot realiza rapid si
necesitd doar mici cantitdti de material. Testele chimice sunt utilizate pentru
identificarea anumitor grupe functionale si ele pot fi folosite pentru confirmarea
datelor obtinute prin alte metode [4].

e Identificarea aldocarotenoidelor si cetocarotenoidelor

Carotenoidele cetonice pot fi relativ usor identificate prin reducerea lor cu
NaBHs (sau KBH4) la hidroxicarotenoide, fapt reflectat in comportarea lor prin
metode de adsorbtie cromatografice, metode spectroscopice si prin modificarea
coeficientului de repartitie [4]:

Gruparile a-dicetonice (astacina, dehidroflexixantind) sunt puse in evidenta
prin formarea derivatilor fenazinici, dupa condensarea cu orto-fenilendiamina [1].
Derivatul obtinut prezinta acelasi spectru de absorbtie ca si carotenoida de plecare
si 0 polaritate mai mica, dar culoarea pe coloana este albastru inchis. Monocetonele,
cum este echinenona, nu dau aceasta reactie de condensare, ceea ce demonstreaza
specifitatea reactivului.

Carotenoidele aldehidice pot fi identificate prin reactia de reducere la
hidroxicarotenoide cu LiAlH4 si cu ajutorul reactilor de condensare specifice acestora.
Dintre acestea, reactia cu 2-difenilacetil-1, 3-indandion-1-hidrazona formeaza
complecsi stabili. Reactia are loc si cu cetocarotenoidele [1].

Aldocarotenoidele si cetocarotenoidele formeaza oxime la tratarea lor cu
clorhidrat de hidroxilamina in mediu piridimic. Formarea oximei se poate pune in
evidenta prin cresterea polaritatii si deplasarea hipsocroma a Amax.
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e Identificarea carotenoidelor cu grupari carboxilice

Carotenoidele cu grupari carboxilice, cum sunt neurosporaxantina si
torularodina, prin tratare cu diazometan sunt convertite in esteri metilici [47].
Esterii metilici formati se caracterizeaza printr-o puternicd diminuare a polaritatii,
pierderea proprietatilor acide, iar din punct de vedere spectral, printr-un usor efect
hipocrom si cu un spectru mult mai fin in eteri de petrol, ceea ce nu se realizeaza cu
acizii liberi. Esterii metilici ai carotenoidelor carboxilice pot fi cromatografiati foarte
usor.

&NNNNWCW o &NNNNV\YCMHS

Neurosporaxantind Esterul metilic al neurosporaxantinei

e Identificarea hidroxicarotenoidelor

Carotenoidele cu grupare HO primara si secundara pot fi identificate prin
reactia de acetilare cu anhidrida acetica in piridind, la rece. Reactia furnizeaza
indicatii asupra naturii gruparii HO (primara sau secundara) [1].

Formarea de acetat diminueaza polaritatea carotenoidei si poate favoriza
separarea de celelalte carotenoide din amestec sau de alti pigmenti insotitori.
Spectrul in vizibil al acetatului este acelasi cu cel al xantofilei de origine. Spectrul
RMN insa, poate furniza indicatii interesante cu privire la pozitia hidroxilului.

Hidroxicarotenoidele cu HO alilic secundar manifestd o mare reactivitate
chimica si se preteaza la un numar mare de reactii. Asftel, ele pot elimina gruparea
HO prin tratare cu HCI cloroformic timp de 10-20 minute si sa se transforme in
retrodehidrocarotenoida [1].Transformarea poate fi confirmata prin valoarea Amax.

Reactia este data si de grupe etoxi si de glicozizi la tratarea lor cu cloroform
acidifiat. De asemenea, carotenoidele cu HO alilic pot fi oxidate la cetocarotenoide
cu Ag>0 (MnOy, cloranil, peroxid de nichel etc). Hidroxilul alilic poate fi metilat cu
metanol in prezenta de acid clorhidric [1].

Carotenoidele hidroxilice cu HO tertiar pot fi identificate pe cale chimica prin
formarea de eter trimetilsililat si prin deshidratarea cu oxiclorura de fosfor.

Hidroxicarotenoidele cu HO primar, secundar sau tertiar din amestec pot fi
identificate prin formare de eteri trimetilsilil in solutie de piridina [93]. Astfel,
rodopina a fost cantitativ convertita in eterul ei trimetilsililic, iar 1,2,1,2" -
tetrahidro 1,1’ - dehidroxilicopenul in eterul sau trimetilsililic prin tratare cu
trimetilcloroxilan in piridind uscata.

(CHy);SiCH + HOM\\/K/\\/K/\\/Y\\/Y\\W il

- HCl

trimetilclorsilan rodopina
—> (CH,),Si —OMW M M WY

trimetilsilileterul rodopinei

BUPT



58 Stadiul cunoasterii in domeniu - 2

2(CHy);SICH + HO%\)\/\\)\V\\)\V\\A\(\\/\‘/\\/\‘/\/\{ o —%

- 2HCI
1,2,1',2' - tetrahidro - 1,1’ - dehidroxilicopen

—> (CHy);Si— OMWMW O—Si(CHy);
1,2,1',2' - tetrahidro - 1,1’ - di(trimetilsililoxi)licopen

Scindarea acestor eteri are loc usor cu solutie KOH - metanolica: eterii
tertiari sunt scindati mult mai lent decat cei secundari.

e Identificarea epoxi-carotenoidelor

Reactia cu HCl este specifica tuturor carotenoidelor epoxidice. Astfel, la
tratarea unei solutii eterice de pigment carotenoidic cu HCI solutie 20% sau
concentrat, apare o coloratie albastra in cazul 5,8-epoxicarotenoidelor. Aceasta
reactie poate fi efectuata si prin adaugarea de HCI concentrat la o solutie etanolica a
carotenoidei [1].

Izomerizarea unei 5,6-epoxicarotenoide la 5,8-epoxicarotenoida poate fi
realizata si prin addugarea unei picaturi de HCI etanolic. Aceasta transformare poate
fi urmarita prin deplasarea hipsocroma a maximului de absorbtie cu 15-20 mm,
ceea ce indica conversia formei 5,6-epoxi la 5,8-epoxi:

o HCI

—> (6]

5,6 - epoxi 5,8 - epoxi

Reactia este foarte rapida.

Clorura mercurica reactioneaza cu epoxicarotenoidele formand un complex
de culoare albastra-verde cu maximul de absorbtie situat in regiunea 600-700 nm.
Pentru reactie se utilizeaza epoxicarotenoida uscata libera de solvent, amestecata cu
pudra uscata de clorurd mercurica, in raport de 1 : 5 in greutate si incalzirea pe baie
de apa intr-o eprubreta, timp de un minut [94]. Formarea complecsilor colorati cu
clorura mercurita si maximele lor de absorbtie este o proprietate caracteristica a
5,6- sau b5,8-epoxicarotenoidelor si poate fi utilizatd pentru identificarea
epoxicarotenoidelor.

Prin tratarea 5,8-epoxicarotenoidelor in solutie benzenica cu TiCls rezultd un
complex de culoare albastru inchis. Acesti complecsi pot fi scindati prin acetonoliza
in retrodehidrocarotenoide:
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e R e

5,8-epoxi —B,B-carotene
l +TiCl,

> \)\/\\/\‘/\\/\‘/\

3
Oo—>TiCl,
complex titanocloro - carotenoic
l (a) Ter-

0— TiCl,
(b)

| -

-HCl l Acetona

0— TiCl

H

-ClIsTiOH

&%N/Q%W%XQ

retrodehidro - B,B - carotene

2.4.2.3. Identificarea carotenoidelor cu ajutorul spectroscopiei I.R.

Domeniul infrarosu (IR) de la 2,5 la 15 pm este utilizat pentru a observa
miscdrile de vibratie ale gruparilor de atomi si ale moleculelor. Spectrele de
absorbtie in I.R. prezinta unele avantaje in elucidarea structurii carotenoidelor in
comparatie cu spectrele de absorbtie in vizibil. Ele prezintd un numar mai mare de
benzi si deci oferd un material informativ mai bogat [94]. Cu ajutorul spectrelor IR
se poate stabili atat natura sistemului polienic, cat si prezenta si pozitia diferitelor
grupari functionale in molecula. Se utilizeaza tehnici in care carotenoidele sunt
solubilizate (in CCls, CHCI5, CHBr3, CS,, etc), precum si tabletarea in faza solida, in
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KBr, care ofera un mare avantaj de a nu aduce benzi de absorbtie parazite in
spectrul IR [4].

A. Frecventa datorata scheletului moleculei

Scheletul moleculei de carotenoide produce o banda la 870 cm™ datorata
vibratiei de deformare in afara planului a legaturii C - H din restul - CH = CH -.
Toate carotenoidele prezintd benzi de absorbtie in regiunea frecventelor finalte
(3100-2800 cm™).

Legatura dubla C = C izolata fata de sistemul polienic este pusa in evidenta
prin banda de la 1600 cm! pentru cea din sistemul a-iononic si la 1627 cm™ din
sistemul pseudoiononic. Frecventa legaturii triple C a C poate fi pusa in evidenta
prin banda de intensitate mijlocie situata intre 2150 si 2175 cm™!. Gruparea alenica
se poate pune in evidenta prin banda de la 1930 cmL.

B. Frecventele datorate substituentilor
e Natura si pozitia gruparii HO

Vibratia de alungire a legaturii O - H este situata in jur de 3400 cm-!. Banda
este neta si puternica si constituie un indiciu pentru prezenta unuia sau mai multor
hidroxili [38]. Pentru elucidarea naturii si a pozitiei gruparii HO prin spectroscopie IR
se studiaza regiunea 1000-1200 cm™ in care are loc vibratia de alungire a legaturii
C - O care este mai sensibilda la modificarile din schelet decat vibratia legaturii O - H.

- Prezenta HO primar - este confirmata prin banda situatd la 1005-1025 cm® .

- Prezenta HO secundar. Cea mai mare parte a carotenoidelor hidroxilice
naturale cu schelet B-carotenoidic contin gruparea HO secundar in pozitie nealiticd,
spre deosebire de cele sintetice la care gruparea HO se gaseste in pozitie alilica. In
tabelul 2.14. sunt prezentate frecventele caracteristice in IR ale vibratiei legaturii
C - O din diferiti alcooli secundari.

Tabelul 2.14.
Frecventele caracteristice in IR ale vibratiei C - O din alcooli secundari [1]
Tipul de alcool secundar vc-o (cm™?)
- grupa HO fin pozitie alilica, in sistem ciclic
D N
1028
OH
/é/\ 1027
HO
1029
HO
- grupa HO in pozitie alilica, in sistem aciclic
OH
1045
>/\)\/\___
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Tabelul 2.14.
Frecventele caracteristice in IR ale vibratiei C - O din alcooli secundari - continuare

Tipul de alcool secundar Vvco (cm™)

- grupa HO in pozitie nealilica, in sistem cyclic

/éﬁ\... 1048
HO

1050
@ OH

Pozitia benzii cauzatd de vibratia de valentd C - (OH) este influentata de
factorii structurali din vecinatate, ceea ce determina deplasarea ei, dar in limite
relativ restranse.

- Prezenta HO tertiar determina aparitia unei benzi in IR la 1140-1150 cm!
si alta la 905 cm1,

- Prezenta altor grupari care contin legatura C - O care se gdsesc mai
frecvent Tn molecula carotenoidelor se poate identifica pe baza benzilor de absorbtie
in IR prezentate in tabelul 2.15.

Tabelul 2.15.
Frecvente caracteristice in IR ale unor grupari oxigenate din molecula
carotenoidelor (in KBr) [1]

Gruparea uc-o (cm™?)

HO enolic 1050 - 1060

1200 - 1240

metoxil tertiar 1070 - 1080
furanoid (5,8 - epoxi) 1070

HO - acil 1730 - 1745

e Natura si pozitia grupdarii carbonil

Gruparea carbonilica poate fi evidentiata in spectrul IR printr-o banda care
apare intre 1650 si 1690 cm™ [38]. Pozitia acestei benzi depinde in primul rand de
natura si pozitia gruparii carbonil. Carotenoidele aldehidice prezinta o banda la 1685
cm, iar cetocarotenoidele, intre 1650 si 1670 cm™! si chiar valori mai joase

2.4.2.4. Identificarea compusilor carotenoidici cu ajutorul spectro-
metriei de rezonanta magnetica nucleara

Folosirea spectroscopiei de rezonanta magnetica nucleara (RMN) in studiul
carotenoidelor a avut loc Tn ultimele patru decenii. Aceasta tehnica deosebita,
nedistructiva, aduce informatii decisive in elucidarea structurii carotenoidelor.

Desi marea majoritate a spectrelor RMN ale carotenoidelor au fost realizate
la 60 MHz, s-au dezvoltat si instrumente care lucreaza la 100 si 220 MHz [33]

Cei mai utilizati solventi sunt: deuterocloroformul, CHCIz si CCls cu
tetrametilsilan ca martor intern. Mai multe informatii utile se obtin astazi cu ajutorul
spectroscopiei de rezonanta magnetica protonica (*H-RMN). Prin aceasta se pune in
evidenta prezenta protonilor prin semnalele care apar in spectru. Marimea acestor
semnale este diferitd in functie de structura carotenoidei, de aranjarea atomilor
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invecinati si de natura si numarul protonilor care se afla intr-o anumita grupare
[1,4]. In cazul compusilor carotenoidici sursa de protoni o constituie diferitele
grupari, cum sunt: CHs, CHz, CH, HO, OCHs, CHO, etc, obtinandu-se un spectru cu
semnale de marimi diferite, ceea ce permite punerea lor in evidenta. Intrucat
gruparile CHs sunt cele mai bogate in protoni, semnalele date de ele au cea mai
mare intensitate. Aceasta permite in special determinarea numarului si a tipurilor de
grupe CHs, dar si a protonilor proveniti de la alte grupari.

Spectrele RMN ale carotenoidelor prezinta, in general, doua grupe principale
de semnale: regiunea de semnale T: 7,7-9,2 determinate de prezenta protonilor
metilici, metilenici si metinici si regiunea de semnale T: 3,0-4,6 determinate de
rezonanta protonilor olefinici [1,33]. (T - unitate pentru exprimarea deplasarii
chimice a unui proton, in p.p.m). Numai cateva grupe functionale, cum ar fi alcoolii
primari si secundari, aldehidele, acizii, esterii, eterii metilici si glicozidele dau
nastere unor semnale in afara acestor regiuni. Folosindu-se tehnica RMN s-a putut
stabili structura multor carotenoide si s-au adus date pretioase asupra grupelor
terminale si a altor grupari [79,96-99].

2.4.2.5. Identificarea carotenoidelor cu ajutorul spectro-
metriei de masa

Spectrometria de masa a fost utilizata pentru prima oard in studiul
compusilor carotenoidici in anul 1965 de catre Schwieter si colaboratorii [100].
Metoda consta in fragmentarea foarte precisa si caracteristica a diferitelor tipuri de
carotenoide in ioni moleculari. Deoarece compusii carotenoidici se caracterizeaza
prin faptul ca sunt nestabili si au o volatilitate redusa, pentru volatilizarea lor si
realizarea de ioni moleculari sunt necesare conditii speciale (incalzire pana la
300°C). De asemenea s-a propus [100] un mecanism pentru aceste fragmentari
prin rearanjarea lantului polienic si expulzarea toluenului si respectiv, xilenului,
implicand ruperea unei singure legaturi (figura 2.4.):

+ T+
Ay o
X Toluen M- 92
T+ -+
. Xilen M - 106
- _‘ N |
L Oy ey !
NN A — | +
)
: dimetilciclo- M - 158
decapentaena

Figura 2.4.- Mecanismul fragmentarii unor tipuri de carotenoide
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Ionii moleculari care dau nastere la maximele M-92 si M-106 sunt cei mai
abundenti si semnificativi in fragmentarea carotenoidelor, fapt pentru care acesti doi
ioni constituie indicatori importanti in determinari de structura si de mase
moleculare. Totodatd, raportul dintre intensitatile acestor maxime (M-92/M-106)
este diferit, in functie de numarul de legaturi duble C = C conjugate, descrescand
odatd cu cresterea catenei polienice. Maximele M-92 si M-106 nu apar in cazul
carotenoidelor cu mai putin de noua duble legaturi conjugate [101].

Principalele carotenoide ciclice din seria C4o prezinta un maxim la M-56 [101]:

S e

€-, a- sau 0-caroten M - 56

La carotenoidele aciclice are loc o fragmentare a legaturii C - C din pozitia 3-4,
cu pierderea de CsHg si aparitia maximului M-69 [102]:
>/ : +
\)\/ R ' \/K/ R ‘
Jend B SNre
CH,
d-, T- caroten sau licopen M - 69

5,6- si 5,8- epoxicarotenoidele se fragmenteaza caracteristic in ionul situat

la M-170:
+ +
R ) ‘/K/R
+ ||

(0] —> 10
HO OH HO OH

M-170

In ultimii ani au inceput s& se dezvolte si sd se utilizeze tot mai mult
tehnicile de analiza HPLC cuplata cu MS pentru a creste precizia identificarii picurilor
diferitelor carotenoide [88]. Spre deosebire de interfetele de ionizare electrica (ESI)
interfetele de ionizare la presiune atmosferica (APCI) faciliteaza ionizarea prin reactii
chimice clasice cum ar fi transferul de proton. In aceste conditii, xantofilele si
carotenoidele hidrocarburice formeaza ioni in timpul ionizarii pozitive sau negative in
HPLC-MS. Sensibilitatea acestei tehnici s-a dovedit a fi similara cu cea care
utilizeaza ESI-MS.

Mecanismul formarii hidrocarburilor protonate neuzuale cum sunt: xantofilele si
carotenoidele hidrocarburice se afld sub investigatii. O explicatie posibila pentru
formarea moleculelor de carotenoide hidrocarburice protonate poate fi aceea ca
electronii = ai lantului polienic carotenoidic sunt promovati la variate stari excitate
de-a lungul interactiunii cu plasma APCI astfel incat una sau mai multe din aceste
carotenoide in stare excitatd manifesta o afinitate mai ridicata, neobisnuita pentru
protoni comparativ cu molecula in stare neexcitatd. Aceastd crestere a afinitatii
pentru protoni poate conduce la protonarea carotenoidei de catre solventul APCI ca
si reactiv gazos [88].
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in scopul de a imbogéti fragmentarea carotenoidelor, se utilizeaz§ disocierea
indusa prin coliziune (CID) pentru a produce fragmente ionice semnificative de
carotenoide. Aceasta tehnica poate fi, de asemenea, utilizata ca “amprenta” pentru
determinarea in matrici de probe foarte complexe, intrucat modul de fragmentare al
carotenoidelor depinde de alegerea interfetei utilizate (tabelul 2.16.) [88]. Spectrul
de masa cu ion pozitiv CID al luteinei prezinta fragmente ionice la m/z 551,459 si
429, care corespund pierderii de apa, pierderii de apa si toluen si pierderii inelului
terminal. Zeaxantina prezinta acelasi mod de fragmentare ca si luteina si a fost
distinsa de luteina prin timpul sdau de retentie. Cele mai abundente fragmente
pentru B-criptoxantina au fost pierderile de apa (m/z 535) si de toluen (m/z 459).
Disocierea B-carotenului prezinta fragmente la m/z 480 (fragment ionic retro Diels-
Alder), 444 (pierdere de toluen) si 388 (combinatie de pierdere de toluen si
fragmentare retro Diels-Alder) [88].

Tabelul 2.16.
Masa moleculara si caracteristicile fragmentelor de carotenoide [88]
Carotenoida Masa moleculara Fragmentele cele mai abundente
Luteina, zeaxantind 569 551,459,429
B-Criptoxantina 553 535,459
B-Caroten 537 480,444,388

2.4.3. Dozarea compusilor carotenoidici

Determinarea cantLtativé a carotenoidelor este in general realizata prin
tehnici spectrofotometrice. In acest scop, carotenoidele trebuie sa fie, in majoritatea
cazurilor, de puritate cromatografica. Proba minima necesara este in functie numai
de sensibilitatea spectrofotometrului si de marimea cuvei. Cel mai uzual solvent
pentru determinarea hidrocarburilor carotenoidice este eterul de petrol sau hexanul,
iar pentru xantofile sunt solventii polari [4,5]. Absorbanta (A) sau densitatea optica
(DO) a unei solutii de carotenoida (sau alt compus absorbant) este legata de
concentratia solutului prin ecuatia (legea Lambert-Beer):

A=c¢lc,

unde € - coeficientul molar de extinctie;
| - lungimea cuvei in cm;
¢ - concentratia solutului in moli/I.

Coeficientul molar de extinctie este o proprietate a substantei absorbante si
este definit ca absorbanta unei solutii 1 M intr-o cuva cu grosimea de 1 cm. Unitatile
de masura pentru € sunt I'-molt.cm [4]. Coeficientul de extinctie specifica Al cm
este absorbanta unei solutii 1% (de exemplu 1 g pigment carotenoidic la 100 pl
solutie), intr-o cuva de 1 cm grosime. Valorile A%, . utilizate pentru cele mai multe
carotenoide sunt cuprinse in tabelul 2.17. [5]. Extinctia specifica este determinata la
lungimea de undd@ maxima (Amax)-
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Tabelul 2.17.
Valorile A'*:.m ale principalelor carotenoide [5]

Carotrenoida Solventul Amax (M) A%5em
a-caroten eter de petrol 444 2800
hexan 445 2710

B-caroten eter de petrol 450 2592
etanol 450 2620

cloroform 465 2396

a-criptoxantind hexan 445 2636
B-criptoxantind eter de petrol 449 2386
hexan 450 2460

luteind etanol 445 2550
benzen 458 2236

sulfura de carbon 475 2160

licopen eter de petrol 470 3450
zeaxantina eter de petrol 452 2350
etanol 450 2540

acetond 452 2340

Cantitatea de carotenoida se calculeaza tinand seama de volumul solutiei (V, ml),
de absorbanta A citita la lungimea de unda data si de cantitatea de substanta luata
in lucru (m, in g sau ml) [5,79,103]:

A.v.10°
Al%

1em

Carotenoida (ug/g material vegetal) =

unde:
A - este absorbanta la lungimea de unda data;
V - volumul extractului analizat (ml);
A%, - coeficient specific de absorbtie al carotenoidei respective;
m — masa probei (g).

in cazul amestecurilor de pigmenti carotenoidici se calculeazd cantitatea
totala de carotenoide cu relatia de mai sus, utilizdndu-se coeficientul specific de
absorbtie al B-carotenului in solventul folosit [5,79,103].

Atunci cand se dispune de carotenoide standard se pot trasa curbe de
etalonare, reprezentand extinctia in functie de concentratia carotenoidei-daca se
foloseste spectrofotometria, respectiv aria picului in functie de concentratie- daca se
foloseste metoda HPLC, cu ajutorul carora se pot doza carotenoidele din diferite
materiale vegetale sau animale

Determinarea cantitativa a carotenoidelor individuale este in prezent tot mai
mult efectuata prin HPLC automatd a unui amestec de pigmenti datele fiind
procesate pe computer si convertite direct in concentratii [104].

2.5. UTILIZAREA COMPUSILOR CAROTENOIDICI

2.5.1. Generalitati

fn urma a numeroase si variate cercetari efectuate in multe t&ri s-au stabilit
domeniile si modalitatile concrete de utilizare a carotenoidelor in: medicing,
cosmetica, zootehnie, industria alimentara, industria farmaceutica, etc. Variatele
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proprietati biologice si functii ale carotenoidelor sunt motivul principal pentru
importanta deosebitad a acestei clase de compusi.

Carotenoidele prezinta functii importante in viata plantelor intervenind in
procesul de fotosinteza in care energia de transfer implica excitarea directa a
carotenoidelor de catre lumina pentru a forma prima stare singlet excitata si
transferul acestei energii de excitatie la clorofila pentru a initia procesul de
fotosinteza. In acelasi timp carotenoidele au un efect de protectie in procesele de
autofotoliza Tmpiedicand, prin absorbtia energiei luminoase, biodegradarea clorofilei
in cursul fotosintezei [1,4,105].

Compusii carotenoidici sunt factori deosebit de importanti pentru sanatatea
umana si cea a animalelor. Rolul esential al B-carotenului si al altor carotenoide care
prezinta un inel B-iononic nesubtituit Tn moleculd, este de a fi principala sursa
alimentara pentru biosinteza vitaminei A. De asemenea, carotenoidele intervin si in
stimularea unor substante biologic active in organismul omului si al animalelor, de
exemplu: citocromi, catalaze, vitamina B12, vitamina E (si prin aceasta, indirect n
reproductie), vitamina K si altele. In toate cazurile mentionate carotenoidele asigura
fotoprotectia celulelor si tesuturilor. Mai recent, au fost recunoscute si au fost
initiate cercetdri intensive privind efectele protective ale carotenoidelor impotriva
unor afectiuni serioase, cum sunt: cancerul, bolile de inima, disfunctiile degenerative
oculare, studiindu-se efectul lor antioxidant si de regulatori ai sistemului imunitar
[2,4,7-12,106,107].

In industria alimentara carotenoidele sunt utilizate la aditivarea unor
produse alimentare, avand rolul de substante antioxidante si coloranti naturali
[1,108,109].

De asemenea, carotenoidele se utilizeaza in mod curent in industria
farmaceutica (ca ingredient al diverselor produse chimioterapice) si in cosmetica
[1,110,111].

2.5.2. Utilizarea compusilor carotenoidici in zootehnie

2.5.2.1. Consideratii generale

Spre deosebire de plante, animalele nu sunt capabile sa biosintetizeze
carotenoide din compusi anorganici. Ele au insa capacitatea de a biotransforma si
depozita in diferite tesuturi si organe, carotenoide ingerate din hrana [79]. Datorita
acestui fapt unele organisme animale contin carotenoide specifice si caracteristice,
indiferent daca in hrana ingerata se afla sau nu carotenoidele respective.
Carotenoidele ingerate determina colorarea unor tesuturi sau a unor organe in care
sunt depozitate, asa cum sunt pielea, grdasimea corpului, ciocul si penele unor
pasari, galbenusurile oualor, corpul si icrele pestilor etc. Atunci cénd hrana
animalelor este saraca in pigmenti carotenoidici se impune adaugarea unor surse
naturale bogate in carotenoide sau a unor pigmenti carotenoidici obtinuti prin
sintezd, pentru a ridica valoarea biologicd a produselor alimentare de origine
animald. Este cunoscut faptul ca pigmentii carotenoidici reprezinta singurele surse
naturale din care omul si animalele isi pot sintetiza vitamina A. Astfel, introducénd
pigmentii carotenoidici in hrana animalelor se stimuleaza procesul de formare a
vitaminei A, care are un rol esential in cresterea organismelor, cicatrizarea ranilor,
refacerea epiteliilor, combaterea sterilitatii, pe langa rolul important pe care acesti
pigmenti il au in procesul vederii [1, 5, 7-10, 2].
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In timpul depozitdrii cerealelor, a fructelor si legumelor si mai ales a
furajelor, se produce o scadere treptata si accentuata a continutului de carotenoide
[1,3]. Viteza de descrestere a carotenoidelor din materialul vegetal depinde de
temperatura, de timpul de expunere la aer, concentratia oxigenului, durata si
intensitatea radiatiilor solare, umiditate, microelemente, prooxidanti etc [112-114].

Dintre carotenoide, cel mai repede se distrug hidrocarburile carotenoidice,
epoxizii si furanoizii si mai lent xantofilele, esterii carotenoidici, precum si
carotenoidele cu grupari carbonilice si carboxilice. Degradari mai accentuate se
produc la furajele cu un continut mai ridicat de microelemente si in cele pastrate in
conditii necorespunzatoare [1,3]. Pentru a diminua pierderile de carotenoide in
timpul pastrarii si prepararii furajelor se recomanda adaugarea unor antioxidanti,
care au un efect stabilizator asupra carotenoidelor [79,115].

2.5.2.2. Absorbtia si depozitarea carotenoidelor in organis-
mele animale

Absorbtia si depozitarea diferitelor tipuri de carotenoide, depinde de
structura lor moleculara si de organismele animale care le consuma. Astfel, bovinele
absorb si depoziteazd mai usor in tesuturile grase din corp, in lapte si respectiv in
unt: hidrocarburile carotenoidice, mai ales p-carotenul, care este principala
provitamina A si mai slab xantofilele si epoxizii [116]. Cantitatea de p-carotina din
laptele de vaca depinde de natura furajelor (masa verde, fan) care se administreaza
vacilor in cursul perioadei de lactatie. Pasarile si pestii absorb si depoziteaza mult
mai usor xantofilele esterii, carotenoidele cu grupari cetonice si epoxizii decat
carotinele. Pasarile depoziteaza preferential carotenoidele in ficat, galbenusurile
oualor, in grasimea corpului, piele, pene si picioare [117,118].

In prezent, in numeroase tari a intrat in practica de productie adaugarea
unor surse naturale bogate in carotenoide pentru intensificarea pigmentatiei carnii si
a coloritului galbenusurilor oualor (galben, auriu, portocaliu, portocaliu rosiatic), atat
pentru consumul ca atare, cat si pentru obtinerea unor produse de cofetarie, paste
fainoase, etc de culori mai frumoase, in functie de cerintele consumatorilor. De
asemenea, gainile pentru reproductie primesc in furaje surse de carotenoide, atat
pentru cresterea fertilitatii oudlor, cat si pentru a asigura puilor un colorit galben
mai placut [58,118]. Astfel de surse naturale bogate in carotenoide utilizate in hrana
pasarilor pentru intensificarea coloritului galbenusurilor de oua sunt: polenul si
mugurii florali de ,Aesculus hippocastanum" (castan salbatic), faina din fructe de
~Hyppophae Rhamnoides" (catinad), ulei din fructe de ,Hyppophae Rhamnoides",
petale si fructe de ,Curcubita maxima“ (bostan), petale uscate de ,Calendula
officinalis", faina de lucerna s.a [1].
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2.5.3. Utilizarea compusilor carotenoidici in medicina

Pigmentii carotenoidici nu trebuie priviti doar ca surse de provitamina A,
rolul lor fiind mult mai important, dar inca insuficient elucidat [72,119,120].

Carotenoidele si derivatii acestora, prin proprietatile fizice, chimice si
biologice pe care le au, determinate preponderent de sistemul de duble legaturi
conjugate din molecula lor, au numeroase intrebuintari in prevenirea si tratarea
diferitelor afectiuni. Acesti compusi se utilizeaza in medicina ca agenti fotoprotectori,
ca substante anticanceroase, ca pigmenti stabilizatori ai membranelor celulare, in
prevenirea si tratarea bolilor de inima, a proceselor de imbatranire etc. [63, 72,120-123].

Carotenoidele actioneaza in prevenirea unor boli cronice prin imbunatatirea
comunicarii intracelulare, cresterea raspunsului imun si actiunea ca si antioxidanti
»in vivo"[120-123]. Prezanta metabolitilor oxidativi ai luteinei si zeaxantinei in retina
sugereaza ca aceste carotenoide actioneaza ca si antioxidanti in protectia maculei
oculare impotriva degradarilor provocate de lumina sau oxigen [122].

2.5.3.1. Actiunea fotoprotectiva si antioxidanta a carotenoidelor

Antioxidantii sunt definiti generic ca fiind acele substante care se opun
oxidarii sau care inhiba reactiile initiate de oxigen sau peroxizi [124], unele din
aceste substante (cum sunt, de exemplu, tocoferolii) fiind utilizate ca si conservanti
in diferite produse (grasimi, uleiuri, produse alimentare, sdpunuri - pentru
impiedicarea rancezirii, in benzina si alte produse petroliere - pentru impiedicarea
formarii gumei si a altor transformari nedorite, in cauciuc - pentru impiedicarea
imbatranirii). O definitie mai relevanta din punct de vedere biologic pentru
antioxidanti este urmatoarea:”substante sintetice sau naturale ce se adaugd in
produse pentru a preveni deteriorarea lor sub actiunea oxigenului din aer” [125]. In
biochimie si medicind, antioxidantii sunt enzime sau alte substante organice, cum ar
fi vitamina E sau B-carotenul, care, prezente in concentratii reduse fatda de cea a
unui substrat oxidabil sunt capabile sa inlature sau sa prevind oxidarea acelui
substrat [126].

In industria chimica, antioxidantii adesea se refera la compusii care
impiedica autooxidarea unor produse chimice cum sunt cauciucurile si masele
plastice. Autooxidarea este cauzata in primul rand de reactii radicalice in lant intre
oxigen si substraturi.Antioxidantii efectivi sunt inhibitori de radicali care intrerup
reactiile radicalice in lant. In stiinta alimentelor, antioxidantii includ compusii care
previn rancezirea grasimilor din produsele alimentare precum si antioxidantii
nutritionali, care reprezinta acele substante din alimente, ce diminueaza in mod
semnificativ efectele adverse ale speciilor reactive, cum sunt: speciile oxigenului
reactiv si azotului reactiv, asupra functiilor fiziologice normale ale organismului
uman [125].

Amtioxidantii nutritionali au castigat in ultimii ani, o atentie deosebita din
partea cercetatorilor pentru efectele lor potentiale in prevenirea sau ameliorarea a
peste 100 de boli cronice si degenerative, printre care se numara cancerul, bolile
cardiovasculare, fenomenul imbatranirii [120, 126-128].

Prin structura lor puternic nesaturata, carotenoidele si retinolii joaca un rol
important in protectia celulara ca si antioxidanti impotriva radicalilor liberi si a
speciilor reactive ale oxigenului, asa cum este oxigenul singlet (102)[129].

Actiunea antioxidanta a compusilor carotenoidici se manifesta atat la nivel
celular cat si la nivel molecular, fiind protejate proteinele, enzimele, bazele azotate etc.
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Sistemele biologice sunt supuse actiunii concomitente a luminii, oxigenului
si a compusilor fotosensibili care pot fi exogeni (preluati din alimente) sau endogeni
(clorofilele in plante si alge, unele porfirine, bilirubina, riboflavina etc.). Indiferent de
sursa lor, substantele fotosensibile (S) pot absorbi energia luminoasa si trece in
stari energetice superioare (singlet 'S si triplet 3 S) in care reactioneaza cu oxigenul
molecular in stare fundamentald (triplet: 30;), formand oxigen singlet, specie
chimica foarte reactiva [129-131]:

hv
S—>1S5-3S (1)

35430, - S+ 10, (2)

Oxigenul singlet poare reactiona cu guanina din ARN si ADN producand
modificari structurale si functionale la nivelul acizilor nucleici. El poate inactiva, de
asemenea, proteine si enzime prin reactia cu metionina, histidina si triptofanul, sau
lipide, prin aditia sa la dublele legaturi ale acizilor grasi [132,133].

Pana in prezent, carotenoidele sunt considerate cei mai eficienti inactivatori
ai oxigenului singlet, care este raspunzator de numeroase oxidari letale in celulele
vii [129-131].

Carotenoidele (Car) prezinta capacitatea de a dezactiva [130]:

a) fie oxigenul singlet O, prin reactii de tipul:

10, + Car — 30, + 3Car (3)

b) fie starea triplet a substantei fotosensibile 3S, prin transfer de energie
triplet-triplet, conform ecuatiei:

35 + Car > S + 3Car 4)

Reactia (4) este accelerata de apropierea in spatiu a carotenoidelor si a
moleculelor S, ca de exemplu in complecsii proteici din fotosistemele membranelor
tilacoide sau din retind.Prin aceastd reactie se anuleazd tripletul substantei
fotosensibile inainte de a transfera energia oxigenului molecular si de a forma
oxigenul singlet.

Capacitatea carotenoidelor de a dezactiva oxigenul singlet este legata de
numarul de duble legaturi conjugate din molecula precum si de structura lor [72,
130, 131].

Prin intreactiuni rotatorii si vibrationale cu mediul, carotenoidele pot pierde
excesul de energie a starii triplet (3Car) pentru a trece in starea fundamentala. In
acest fel, ele pot actiona catalitic, disipand sub forma de caldura, fie energia starii
triplet a substantei fotosensibile, fie energia starii singlet a oxigenului:

3Car — Car + caldura (5)

Aceastda reactie constituie baza protectiei oferita de carotenoide in
procesele fotosensibile [129-131]. Pentru o protectie adecvata, fiecare component
susceptibil atacului oxigenului singlet ar trebui sa fie inconjurat de un ,scut” de
carotenoide [134].

Elementul esntial al fotoprotectiei il constituie faptul ca tripletul carotenoidic
(3Car) nu reactioneaza cu oxigenul molecular pentru a da oxigen singlet. Aceasta
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observatie nu poate fi explicata decat termodinamic din moment ce nu exista alte
cauze de ordin structural sau steric [134].
Carotenoidele reactioneaza de asemenea cu radicalii lipidelor peroxidate [72]:

LOO-
LOO- + Car —» LOO Car- —» LOO-Car-O0OL

Radicalul peroxid lipidic (LOO-) reactioneaza cu carotenul formand un radical
carotenperoxil (LOOCar-) care, in prezenta unui alt radical lipoperoxil formeaza un
carotenodiperoxid (LOO-Car-OOL) relativ stabil.

In felul acesta pigmentii carotenoidici participa la mecanismul complex de
asigurare a homeostaziei potentialului redox celular. Activitatea antioxidantd a
carotenoidelor pare a se schimba in functie de presiunea oxigenului: de Ia
antioxidanti eficienti la presiuni scazute, la pro-oxidanti, in cazul presiunilor mari.

Modul exact in care functioneaza carotenoidele in celuld nu este inca
clarificat, dar se pare ca au o actiune de protejare a materialului genetic al celulei
ARN si ADN. Deoarece retinolii nu au aceasta proprietate, carotenoidele pot fi privite
ca si antioxidanti cu proprietati distincte de ale vitaminei A [72].

Capacitatea carotenoidelor de a anula oxigenul singlet prin transfer de
energie singlet-triplet, precum si cea de a reactiona cu radicalii liberi este
dependenta si de substituentii din moleculd [130]. De exemplu, astaxantina este de
zece ori mai eficienta in protejarea lipidelor de peroxidare decat zeaxantina, luteina,
cantaxantina si B-carotenul si de o sutd de ori decat a-tocoferolul. Activitatea
antioxidanta a cantaxantinei se pare ca dureaza mai mult decdt a  B-carotenului si
a zeaxantinei, ceea ce sugereaza ca gruparile oxo in pozitiile 4 si 4’ maresc eficienta
anularii radicalilor peroxil. Aceasta se datoreaza caracterului electronegativ al
oxigenului ce reduce substantial densitatea de electroni la centrul radicalic, micso-
rand reactivitatea radicalului carotenoidic centrat, fata de oxigenul molecular [135].

De un interes medical deosebit sunt studiile legate de capacitatea
carotenoidelor de a se comporta ca si agenti protectori ai lipoproteinelor LDL,
deoarece oxidarea acestora este considerata a fi o cauza importantd a bolilor
coronariene. De asemenea, efectul anticarcinogenic al B-carotenului poate fi cel
putin Tn parte, atribuit actiunii sale antioxidante, in masura in care radicalii
oxigenului sunt implicati in procese ce duc la aparitia cancerului [130].

Comparativ cu B-carotenul, a-carotenul si alte carotenoide bine studiate,
licopenul este cel mai puternic antioxidant in captarea radicalilor liberi (prezinta mai
multe duble legaturi conjugate decat p-carotenul) [136]. Licopenul nu se
converteste in vitamina A, el este carotenoida majoritara din plasma sanguina
umana (ccantitate dubla fata de B-caroten). Acesta existd in ser si in tesuturi in
forma trans-total precum si in formele izomere 9-, 13- si 15-cis [137].

Toti carotenoizii au efect antioxidant, dar eficienta lor creste in amestecuri
de carotenoizi - acestia prezentand probabil, efecte complementare unii fata de altii
[138].

Cercetari au evidentiat faptul ca efectul fotoprotector si stabilizator al
membranelor celulare exercitat de xantofile este mult mai pronuntat decat cel
exercitat de carotenoidele hidrocarburice [121]. Pentru studii, Harvaux a incorporat
carotenoide in membrane lipozomale artificiale. Orientarea carotenoidelor in
interiorul bistratului si deci influenta lor asupra proprietdtilor termodinamice si
mecanice ale membranei, depinde de structura carotenoidelor individuale. B-
Carotenul, de exemplu, ramane in intregime in interiorul partii hidrocarbonate a
membranei, fard vreo preferintd de orientare binedefinita, si prezintd un grad ridicat
de mobilitate. In cazul zeaxantinei (3,3'-dihidroxi-p-caroten), prezenta grupelor
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hidroxilice la inele a avut un efect puternic: zeaxantina este orientata in bistratul
lipidic cu axa lunga a moleculei aproape perpendiculard pe suprafata membranei si
cele doud grupe terminale polare ancorate pe ambele fete ale membranei. O
consecinta a acestei orientari ,verticale® este scaderea fluiditatii lipidelor si o
rigidizare a membranei .

Membranele lipozomale care contin carotenoide sunt protejate impotriva
peroxidarii lipidelor. Acest efect poate fi explicat prin bine-cunoscuta actiune a
carotenoidelor de antioxidanti ,preventivi®. In plus efectul de rigidizare al
xantofilelor asupra membranelor lipozomale este combinat cu o scadere a penetrarii
oxigenului molecular (O3) in interiorul bistratului lipidic, iar acest efect poate fi de
mare importanta in protectia impotriva degradarii fotodinamice a lipidelor [121].

2.5.3.2. Utilizarea carotenoidelor si retinoidelor in prevenirea
si tratarea cancerului

Cercetarile privind prevenirea si tratarea cancerului cu ajutorul
carotenoidelor si retinoidelor s-au dezvoltat foarte mult in ultimii ani, aparand o
literatura bogata in acest domeniu.

Speciile reactive ale oxigenului si azotului, cum sunt: anionul superoxid, apa
oxigenata, radicalul hidroxil, oxidul de azot si metabolitii lor biologici, joaca un rol
important Tn carcinogeneza. Speciile reactive ale oxigenului la fel si reactiile
radicalilor liberi cu ADN, induc afectarea ADN, inclusiv rupturi, modificari de baza,
etc. Un exemplu de modificare de baze este formarea 8-oxoguaninei care induce
transversia Guanina: Citidind la Timina: Adenina in starea de replicare a ADN, un
proces important in dezvoltarea carcinogenezei si tumorii [139]

Cu ani In urma s-a dovedit faptul ca variate carotenoide, cum ar fi: licopenul,
B-carotenul, a-carotenul, luteina, cantaxantina, pot diminua extinderea transfor-
marilor maligne ale celulelor. S-a aratat ca actiunile moleculare apar prin reglarea
functiilor genei ,connexin 43" [130, 140].

In cercetari efectuate cu p-caroten, cantaxantina si fitoen s-a constatat o
intarziere in aparitia tumorilor induse prin iradiere UV. Aceste tumori care apar sub
influenta radiatiilor UV sunt numite fotocarcinogene. Cele trei carotenoide studiate
pot inhiba formarea de radicali liberi implicati in inducerea tumorilor cu lumina UV
precum si sa anihileze oxigenul singlet [1].

Licopenul s-a dovedit a juca un rol esential in prevenirea si tratamentul
cancerului de prostata [137,141], dar s-a dovedit a fi eficient si impotriva cancerului
de stomac, plaman, pancreas, colon, esofag, san, ovare, cavitate bucala [142]. S-a
constatat insa ca licopenul din tomate, sau alte vegetale bogate in acest principiu
activ, este mai eficient decat produsele farmaceutice de licopen pur, datorita faptului
ca licopenul din sursele vegetale are o actiune potentata de prezenta altor caroteno-
ide si a altor compusi naturali anticancerigeni [142].

Numeroase studii de caz din ultimii ani au evidentiat o asociere clara intre
consumul de alimente bogate in carotenoide si o incidentd relativ scdzutd a
diferitelor tipuri de cancer [119, 143-145].

Cercetarile efectuate pe animale au stabilit ca deficitul de vitamina A
mareste sensibilitatea la agenti chimici. Administrarea retinolului cu diferiti canceri-
geni, cum ar fi hidrocarburile policiclice aromatice, dimetilbenzenantracenul (DMBA),
unele nitrozamine si aflatoxine, determina o scadere a frecventei cancerului si o
prelungire a duratei de inductie. Capacitatea retinoizilor de a inhiba transformarile
proliferative ale populatiilor celulare a fost evidentiata si in cazul cancerelor formate
[119, 145].
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Se apreciaza cd, in prima etapd, retinoizii impiedicd procesul de activare
chimicd a cancerigenilor. In continuare, legarea cancerigenilor de ADN se face mult
mai greu in prezenta retinoizilor si, ca urmare, se impiedicd procesul de malignizare.
In aceastd etap3d, retinoizii se manifestd ca regulatori ai fenotipului celular. In
concentratii mari, vitamina A exercita un puternic efect de labilizare a membranei
lizozonilor eliberand din acestia diferite enzime, in special hidrolaze. Enzimele
lizozomale au un maxim de activitate in mediu acid. Dupa cum se stie, celula
canceroasa se caracterizeaza printr-un pH mai mic decat cea normala. Dedi,
vitamina A, labilizand lizozomii si eliberand hidroloze acide, va determina o
»Sinucidere™ a celulelor canceroase. Este insa importanta doza de care sunt labilizate
la maximum membranele lizozomale ale celulelor canceroase, cu un efect minim
pentru celulele normale [119].

2.5.4. Utilizarea pigmentilor carotenoidici in industria farmaceutica

Carotenoidele se utilizeaza in industria farmaceutica pentru colorarea unor
preparate farmaceutice, pentru obtinerea unor preparate tonice si dietetice
regenerative, a unor suplimente alimentare, a unor unguente terapeutice etc.

Pe plan mondial, se manifestd in prezent o preocupare crescadnda pentru
utilizarea colorantilor naturali, atat in industria farmaceutica cat si in cea alimentara
si cosmetica, deoarece multi dintre pigmentii sintetici nu indeplinesc toate normele
cerute de toxicologie, desi se pot obtine in cantitati mari, pe cale industriala la
costuri accesibile.

Dintre pigmentii naturali, carotenoidele au o tot mai largd utilizare in
industria farmaceutica, atat datorita puterii lor de colorare, diversitatii structurii
moleculare, raspandirii lor universale in organismele vii, cat mai ales faptului ca
multe carotenoide indeplinesc rolul de provitamina A [1, 80,146].

Comisia de experti FAO/WHO, pe baza unor indelungate experimentari
farmaco-toxicologice, a aprobat utilizarea carotenoidelor naturale pure si a unor
carotenoide obtinute prin sinteza (B-carotenul, B-apo-8'-carotenalul, esterul etilic al
acidului B-apo-8'-carotenoidic, cantaxantina, citranaxantina), ca si coloranti in
industria alimentara si in cea farmaceutica, acesti compusi fiind cuprinsi in lista 1A
(deci in clasa de siguranta maxima) [146].

Carotenoidele sunt utilizate cu precadere pentru colorarea tabletelor (pilule,
pastile etc.) imbracate in zahar.

In functie de cantitatea de carotenoide utilizate se pot obtine urmatoarele
culori: B-carotenul de la galben la portocaliu intens, esterul etilic al acidului B-apo-
8'-carotenoic, de la galben la portocaliu, B-apo-8'-carotenal, de la culoarea florii de
piersic la rosu-brun; cantaxantina, diferite nuante de rosu. Carotenoidele se pot
utiliza dizolvate in diferite uleiuri, sub forma de suspensii, emulsii, incorporate in
gelatind, guma arabica, selac, sau incorporate in supozitoare pe baza de grasimi [1].

Dipalmitatul de Iuteind (heleniena) este un principiu activ utilizat in
tratamentul hemeralopiei, al retinitei pigmentare si, in general, pentru inlesnirea
adaptarii la vederea nocturna a ochiului normal si miop. Se recomanda
conducatorilor auto, mecanicilor de locomotivda, radiologilor etc . Heleniena este
complet lipsita de toxicitate si nu provoacad actiuni secundare; ea se obtine prin
extractie, de obicei din petalele florilor de craite (Tagetes flos) [147].

Extractele de catina sunt utilizate pentru prevenirea si tratarea diferitelor
afectiuni: arsuri, conjunctivite, tensiune arteriala, hepatitd, acnee, arterita,
psoriazis, ulcere gastrointestinale, instilatii oculare, vindecarea ranilor si plagilor
postoperatorii, cancer, ciroza etc [148,149].
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Pentru colorarea solutiilor apoase se folosesc pulberi hidrodispersabile,
rezultate prin inrobarea colorantului fin dispersat intr-un suport de gelatina, zahar
sau amidon, in proportie de 100 mg/g [147].

Dintre metabolitii carotenoidelor, retinolul este cel mai frecvent utilizat atat
in scopuri farmaceutice cat si in cele cosmetice.

Se poate afirma in mod cert ca utilizarea carotenoidelor in industria
farmaceutica prezinta largi perspective de dezvoltare.

2.5.5. Utilizarea carotenoidelor in industria cosmetica

in prezent, se utilizeazd tot mai mult pigmentii carotenoidici si produsele
naturale bogate in carotenoide, la obtinerea unor preparate cosmetice, atat datorita
culorii lor variate, depozitarii acestora in grasimi si in tesutul subcutanat, dar mai cu
seama datorita rolului lor antioxidant, fotoprotector si de provitamine A. Astfel acesti
compusi contribuie la buna functionare a pielii, la cicatrizarea ranilor, la refacerea
tesuturilor lezate, la fotoprotectia pielii [150-155]. Carotenoidele naturale si
sintetice se utilizeaza n cosmetica pentru obtinerea unor suspensii, emulsii, lotiuni,
concentrate de carotenoide date sub forma de pilule pentru bronzare, suporturi
pentru pudre, creme nutritive, rujuri de buze, sprayuri etc [156-158].

2.5.6. Utilizarea carotenoidelor ca surse de provitamine A

Una dintre cele mai importante functii ale carotenoidelor in organismele
umane si animale este aceea de provitamine A. Pigmentii carotenoidici reprezinta
principala sursa din care organismele umane si cele animale isi pot sintetiza
vitamina A, vitaminda ce are un rol deosebit de important in formarea pigmentilor
fotosensibili implicati in procesul vederii, in cresterea organismelor, refacerea
tesuturilor epiteliale, reducerea sterilitatii etc. Dupa cum s-a mentionat anterior,
organismele umane si animale nu sunt capabile sa-si sintetizeze vitamina A din
compusi anorganici. Ele pot insa absorbi si depozita vitamina A din hrana (lapte,
oua, ficat, ulei de peste etc.) s-au sa si-o formeze din asa-numitele carotenoide
provitaminice [5, 130,159].

Un pigment carotenoidic poate fi transformat in vitamina A daca contine cel
putin un inel B-iononic nesubstituit, are un sistem polienic normal, prezinta
configuratie trans, iar catena laterala contine cel putin 9 atomi de carbon [5].

Carotenoida provitaminica principala este p-carotenul; dintr-o moleculd de B-
carotind se pot obtine maximum doua molecule de vitamina A. Din celelalte
carotenoide provitaminice se poate obtine o singura molecula de vitamina A dintr-o
moleculd de pigment. Principalele carotenoide provitaminice sunt: B-carotenul, a-
carotenul, y-carotenul, criptoxantina, echinenona, p-apo-8'-carotenalul, esterul etilic al
acidului B-apo-8'-carotenoidic, p-apo-12’-carotenalul si p-zeacarotenul [5].

Numarul de carotenoide provitaminice este cu mult mai mare decat cele
prezentate mai sus fiind cuprins intre 50 si 60 de carotenoide si de apocarotenali.
Compusii dehidrogenati la nivelul inelului iononic, in pozitiile 3 si 4 sau 3’4" au o
activitate vitaminica mai mica, dar nu sunt inactivi; la fel si mono- sau di- epoxizii
sau furanoizii cu oxigenul la carbonii 5-6, respectiv 7-8, au o slaba activitate
vitaminicd, dar nu sunt lipsiti de aceasta. Izomerii cis-trans sunt mai putin activi
decat izomerii trans-total ai carotenoidelor. Aditia de grupari metilice la carbonii 2,2’
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sau finlocuirea grupelor metilice cu radicali etil la C;, reduce dar nu distruge
activitatea vitaminica [1,117].

In pesti, anhidroluteina a fost convertita in vitamina A, dar acest lucru se
petrece si in organismul uman [160]. De asemeni, s-a constatat o crestere a
continutului de vitamina A; si A, la pestii in hrana cdrora s-a addugat astaxanting,
zeaxanting, luteind, cantaxantind sau B-caroten [117].

In tabelul 2.18 sunt prezentate valorile medii ale activitatii vitaminice a
carotenoidelor, obtinute de diferiti autori in testul de crestere curativa a sobolanilor [1].
O unitate internationald de vitamina A (U.I.) corespunde activitatii biologice a unei
cantitati de 0,344 ug de acetat trans-total de vitamina A. Evaluarea potentialitatilor cat
mai exacte de vitamina A a carotenoidelor intdmpind greutati din cauza ca, in natura
pigmentii carotenoidici nu sunt izolati unii de altii, ci se afla impreuna mai multe tipuri de
carotenoide, cu potentialitati diferite. Din aceastd cauzd, valoarea vitaminica a
carotenoidelor este apreciatd uneori diferit de la autor la autor. Pentru solutionarea
aspectului stiintific al acestei probleme se fac testari in laborator cu carotenoide pure pe
diferite animale. Pentru rezolvarea aspectului practic se stabileste potentialitatea
amestecurilor de carotenoide aflate in diferite surse naturale [1,161].

Tabelul 2.18.
Activitatea vitaminicd A a unor carotenoide (in Ul/g)
Carotenoide Acthlta(t;aL\ll;;anglca A
B-Carotind 1.667.000
a-Carotina 880.000
y-Carotind 750.000
Echinenonad 890.000
Criptoxantina 950.000
B-apo-8’-carotenal 1.100.000
Acid B-apo-8'-carotenoic 420.000
B-apo-12'-carotenal 2.000.000
B-Zeacarotenul 420.000

B-Carotenul este cea mai importanta carotenoida provitaminica, atat prin faptul ca
dintr-o molecula de pigment se pot obtine maximum doua molecule de vitamina A, cat si
prin larga sa raspandire in natura. Pentru a usura aprecierea in practica de productie a
potentialitatii vitaminice a carotenoidelor. Grupul de experti FAO/WHO (1967) a decis sa
utilizeze relatia care considera ca 1ug de B-caroting este echivalent cu 0,167ug retinol sau
cu 0,56 UI de vitamina A [162]. In marea majoritate a tabelelor alimentare in care se
indica activitatea vitaminica A a alimentelor brute, prelucrate sau pregatite, se folosesc
factori diferiti de conversiune. Potentialitatea vitaminica A a carotenoidelor la diferite
organisme animale variaza intre anumite limite. Astfel, potentialitatea p-apo-8'-carote-
nalului la soarece este de 1.100.000 U.I./g, iar la puiul de gaina, abia 658.000 U.I./g. In
tabelul 2.19 este prezentata potentialitatea vitaminica A a unor carotenoide provitaminice
tipice, exprimata in procente [1].
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Tabelul 2.19.
Activitatea provitaminicd A a unor carotenoide provitaminice
tipice (in %) — valori teoretice

Carotenoide Activitate vitaminica A (%)
B-Carotind 100
a-Carotind 50-54
y-Carotind 42-50
B-Zeaxantind 20-40
3,4-dehidro-B-carotina 75
B-caroten-5',6'-monoepoxid 21
B-caroten-5',8'-monoepoxid 20
B-semicarotenona Activa
B-apo-8'-carotenal 72
Acid B-apo-8'-carotenoic Activ
Anhidroluteind 21

in conditii practice, exista mai multi factori interni si externi care pot sa
influenteze transformarea carotenoidelor in vitamina A de catre organismele
animale, astfel incat potentialitatea vitaminica reala a carotenoidelor este mai mica
decét cea teoretica.

Necesarul zilnic de vitamind A la adult este de 5000 U.I., iar la copii cu
varsta intre 1-6 ani: 2500 U.I. Acest necesar creste in sarcing, lactatie, pneumonie,
nefrita, etc. La femeile gravide necesarul zilnic de vitamina A creste la 3000 U.I., iar
la femeile care alapteaza, acest necesar este de 3600 U.I. [163].

Carenta in vitamina A (si a carotenoidelor) in hrana, determina leziuni
oculare, micsorarea acuitatii vizuale, umflarea pleoapelor cu aparitia de cruste si
depilare, intarirea si opacitatea corneei, xeroftalmie, putand duce la orbire. Se mai
observa, in plus, o oprire a cresterii si 0 scadere a soliditatii oaselor. Lipsa vitaminei
A provoaca deopotriva slabirea prin denutritie, o stare de oboseald, o scadere a
rezistentei la infectii, modificari la nivelul pielii si mucoaselor care ajung uscate, la
nivelul unghiilor care se rup usor, la nivelul parului care se inchide la culoare. Se
constata de asemenea tulburarea menstruatilor la femei, cu intarirea dureroasa a
sanilor, migrene, nervozitate, neliniste. Hipovitaminoza A expune, in sféarsit, la
formarea calculilor [119,159,164].

Frecvent, hipovitaminoza A este insotitd de criza acutd de proteine si
insuficienta de calciu. Pentru o buna asimilare a vitaminei A este necesar un consum
de 5g lipide pe zi. Cercetarile recente au evidentiat faptul ca in metabolizarea
vitaminei A, un rol important il au o serie de proteine specifice numite prealbumine,
bogate in triptofan, care participa la transportul acestei vitamine sub forma de
complecsi retinol-proteind. Combinarea retinolului cu proteinele are o importanta
fiziologicd deosebita, deoarece asigura solubilizarea moleculei hidrofobe a retinolului
si protejeaza vitamina A de degradarile chimice. In conditiile lipsei de proteine n
alimentatie, se intensifica simptomele insuficientei vitaminei A, in timp ce o
alimentatie bogata in proteine poate atenua aceste efecte [119].

2.5.6.1. Absorbtia si transformarea carotenoidelor in vitamina A

Fiind pigmenti liposolubili, carotenoidele se gasesc in produsele vegetale
(fructe, legume, ierburi etc), in mare parte asociate cu fractiunea lipidica din aceste
produse. O buna parte din carotenoide formeaza cu proteinele esteri sau complexe
carotenoproteice. Aceste complexe carotenoproteice pot fi distruse prin fierbere sau
prin actiunea enzimelor proteolitice. Unele carotenoide sunt ,elemente" constitutive
ale unor structuri mai complexe (cloroplaste, cromatofori etc.), altele, cum este
licopina din tomate se gasesc in stare cristalina [1].
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in timpul digestiei, asupra carotenoidelor din hrana actioneaza diferite
esteraze, lipaze, proteaze. In urma hidrolizei, carotenoidele obtinute in stare libera
sunt solubilizate de cdtre sarurile biliare si sunt absorbite prin membrana intestinala.
In celulele mucoase ale membranei intestinale p-carotenul este activata de catre o
carotenoid-dehidrogenaza, dupa@ care urmeaza o scindare oxidativa a catenei
interne, rezultand douda molecule de retinol. Enzima care determind scindarea
oxidativa a pB-carotinei este 15,15'-oxigenaza, care catalizeaza o reactie de
exigenare in care oxigenul molecular reactioneaza la nivelul dublei legaturi centrale
de la carbonii Ci5-Cis, cu formarea unui peroxid intermediar, 15-15' peroxid B-
carotenul, care se scindeaza rapid formand doua molecule de retinol. Activitatea
oxigenazei de a scinda carotenoidele este dependentd, printre altele, de nivelul
proteinelor din dietd. O reducere a proteinelor ingerate reduce drastic transformarea
carotenoidelor in retinal, la nivelul intestinului. O mica parte din retinal este oxidat
in peretii intestinali la acid retinoic, care trece in sange, iar cea mai mare parte din
retinal este redus la retinol [165,166]. Similar p-carotinei se comporta si celelalte
carotenoide provitaminice, cu formarea unei singure molecule de retinol. Retinalul
este redus la retinol, esterificat si transportat la ficat unde se depoziteaza. Daca
scindarea oxidativa a catenei interne nu se produce la mijlocul moleculei, are loc asa
numita" scindare asimetrica” formandu-se B-apo-carotenali care au, de asemenea,
activitate vitaminica A [129,166].

Schema acestor transformari este redata in figura 2.5. [129].

Absorbtia si transformarea carotenoidelor in retinal este imbunatatita (stimulata)
de actiunea sarurilor biliare, lipidelor, proteinelor, licopinei si zincului [166].

Unele carotenoide sunt absorbite in mod direct (fara transformari) si sunt
trecute in sange, iar continutul carotenoidelor din séange reflecta continutul
carotenoidelor din hrana. Ele pot fi depozitate in ficat sau in alte tesuturi si organe,
in tesuturile adipoase, glandele suprarenale, cortex, in plachetele ateromatoase, in
carne, in lapte, in oua [159,166].

Retinolul existent in hrand este reesterificat inainte de absorbtie, iar in
timpul procesului de absorbtie este hidrolizat in intestin, atat de catre hidrolazele din
pancreas cat si de cele existente in celulele mucoasei intestinale. Retinolul liber este
reesterificat in interiorul celulelor mucoasei intestinale cu acizi grasi cu catena mare
(acid palmitic, acid stearic, acid oleic). Esterul de retinol trece apoi in limfa, iar la
cateva ore dupa masa esterul absorbit poate fi gasit in sdnge, sub forma de
lipoproteine. Retinolul esterificat existent in exces se depoziteaza in sange. Prezenta
unor inhibitori metabolici sau lipsa oxigenului determina acumularea retinolului n
intestin si ingreuneaza transportul acestuia in sange. Retinolul ester depozitat in
ficat va fi utilizat in functie de necesitati, fiind din nou hidrolizat, oxidat, etc.
Datorita rezervei de retinol din ficat cantitatea de vitamina A din sange ramane
constanta. Dupa consumarea retinolului de rezerva din ficat, scade continutul
vitaminei A din sange si, dupda o perioadda mai indelungata, apar simptomele
xeroftalmiei. Retinolul este transportat in sédnge sub formd@ de complex retinol-
proteic, care are o masa moleculara de 21.000 si contine o singura molecula de
retinol. Se pare ca proteina din complex este o albumina plasmatica. Sub forma de
complexe retinol-proteina vitamina A este transportata la tesuturi. Retinolul poate fi
oxidat reversibil in retinol, iar acesta, prin oxidare ireversibila formeaza acidul
retinoic care dispare repede din sange, deoarece contribuie la formarea unor -
glucuronide, care sunt excretate de bild. O parte din acidul retinoic eliminat prin bila
poate fi resorbit, dar o mai mare parte este eliminat prin fecale. Unii metaboliti
retinoidici se elimina si prin urind [167].
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2.5.6.2. Formarea pigmentilor vizuali fotosensibili

Vazul, la om si animale este conditionat de existenta unor pigmenti fotisensibili,
localizati in retind, care sunt capabili sa transforme energia luminoasa absorbita in impuls
nervos. La baza acestui proces stau transformarile biochimice care se petrec la nivelul
pigmentilor fotosensibili localizati in celulele cu conuri si cele cu bastonase, din retina.

in principiu, pigmentji vizuali sunt formati din retinen (retinal) si dintr-o proteini.
Deosebirile dintre pigmentii vizuali ai diferitelor organisme se datoresc in cea mai mare
parte partii proteice si mai putin cromoforului (retinalului) [167].

Din carotenoidele provitaminice se formeaza, la nivelul mucoasei intestinale (sub
actiunea p-carotin-15,15'-oxigenazei) trans-trans-retinalul, care ulterior, sub actiunea 11-
cis retinol-izomerazei, se transforma in 11-cis-retinol, care se combina la intuneric cu
opsina (o proteina) formand rodopsina si respectiv iodopsina, pigmentii vizuali al omului si
al majoritatii animalelor. Rodopsina este localizata in membranele exterioare ale celulelor
cu bastonase, iar iodopsina se gaseste in celulele cu conuri [167]. Aceste substante,
considerate de fiziologi ca ,pigmenti fotosensibili retinieni®-din punct de vedere chimic
sunt cromoproteide. Opsina, componenta proteica macormoleculard, are o structura care
difera de la un tip de celule la altul (bastonase si conuri) si de la o specie la alta (specio-
specificitatea fiind o caracteristica a proteidelor). Pe langa rodopsina si iodopsina s-au mai
decelat doi pigmenti fotosensibili la vertebratele inferioare: porfiropsina - in celulele cu
bastonase si cianopsina - in celulele cu conuri [105].

11-cis-retinol «——  Sange <€——— Vitamina A din ficat

NAD Retinol
retinen
reductaza
N
11-cis-retinol NADH-+H trans-trans Retinal

trans-trans Retinal

Opsina 4(

Metarodopsina

)

Lumirodopsina

Rodopsina
Figura 2.6. - Schema ciclului vizual

In ceea ce priveste mecanismul functionarii pigmentilor vizuali (,ciclul vizual*) s-a
stabilit ca rodopsina, care contine 11-cis-retinol, sub actiunea energiei luminoase (a
fotonilor) se transforma in lumirodopsind, de culoare rosu-portocalie, iar aceasta in
metarodopsina (galbend) care se transforma in opsinad (incolord) si trans-trans-retinol.
Retinenul din rodopsina contine doua duble legaturi in pozitiile cis, in timp ce retinenul
desprins de pe rodopsing, in perioada absorbtiei luminii, a descompunerii rodopsinei si a
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formarii impulsului nervos are o configuratie trans. Transformarea 11-cis-retinalului in
trans-trans-retinal, este un proces ireversibil [105, 167] (figura 2.6.).

Cand trans-trans-retinolul se desprinde de opsind se induce transmiterea
unui impuls nervos catre nervul optic. Trans-trans-retinalul este redus apoi de catre
o retinen-reductazd ce necesita NADH+H*, in trans-trans-retinol, care paraseste
sfera retinei. Pentru refacerea rodopsinei este necesara oxidarea 11-cis-retinolului
din sangele, care irigd retina, in 11-cis retinal. Acest compus va reactiona apoi la
intuneric cu opsina si va reface rodopsina. Diferentele de potential care apar in
timpul izomerizarii cromoforului determina ca impresiile vizuale percepute de
pigmentii vizuali sa fie inregistrate si decodificate pe creier. Celulele cu conuri, care
contin iodopsina sunt localizate in centrul retinei si percep lumina intensa a zilei, iar
celulele cu bastonase, care contin rodopsina sunt localizate la marginea retinei si
percep lumina difuza, crepusculara [167].

Vitamina A este absolut necesara omului si animalelor pentru a fnlocui
pierderile de retinal care se ,consuma" in procesul vederii.

Omul si animalele pot sd oxideze reversibil retinolul la retinal. Retinalul
desprins de pe proteina purtatoare se oxideaza ireversibil in acid retinoic, care nu
este implicat in procesul vederii, fiind eliminat in cea mai mare parte sub forma de
B-glucuronid [105].

Din datele prezentate, reiese clar rolul important pe care il are vitamina A si
indirect carotenoidele provitaminice in procesul vederii.

2.5.7. Ulitizarea carotenoidelor in industria alimentara

2.5.7.1. Introducere

In industria alimentara, pigmentii carotenoidici au o utilizare larg3 si variata
ca si coloranti ai unor produse alimentare cum sunt: margarina, untul, branzeturile,
inghetata, macaroanele, cartofii prajiti, uleiurile vegetale, dressing-urile pentru
salate, inalbitorii de cafea, ouale praf, produsele de patiserie, bomboanele, cremele,
deserturile pe baza de gelatina, sucurile de fructe, produsele din carne etc [146].

Putine proprietati ale alimentelor sunt mai importante pentru consumator
decat culoarea. Aceasta preocupare marita a omului pentru cromatica, nuanta, tenta
si culoare a alimentelor este destul de explicabila daca tinem seama ca ,vazul" este
simtul nostru cel mai important. Culoarea unui aliment este un factor semnificativ in
determinarea acceptabilitatii sale [168]. Culoarea alimentelor influenteaza intr-o
proportie insemnata consumatorul sa cumpere sau nu alimentele respective,
deoarece reflecta partial calitatea acestora .

2.5.7.2. Coloranti alimentari carotenoidici

In prezent in multe t3ri se utilizeazd ca si pigmenti alimentari carotenoide
sintetice, reducand-se an de an numarul colorantilor sintetici alimentari din alte
clase de compusi. Dintre carotenoidele sintetice se utilizeaza ca si coloranti
alimentari, in special: B-carotenul, p-apo-8'-carotenalul, esterul etilic al acidului B-
apo-8'-carotenoidic, cantaxantina si citranaxantina. p-Carotenul se obtine pe cale
sintetica din 1954, de catre firma Hoffmann - La Roche and Co-Ltd., din Basel,
Elvetia.

Carotenoidele pure, in stare cristalind, sunt foarte sensibile la actiunea
luminii si a oxigenului, fapt pentru care trebuie pastrate la vid sau in gaze inerte.
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Din aceasta cauza, carotenoidele in stare cristalind au o utilizare mai limitata decat
solutiile. Formele sub care se aplica pigmentii carotenoidici trebuie sa corespunda
atat pentru alimentele liposolubile, cat si pentru cele hidrosolubile.

Alimentele care contin grasimi se pot colora folosind fie o suspensie lichida
formata din 20-30% carotenoide in ulei vegetal, fie o suspensie semisolida cu 20-
25% carotenoide in ulei hidrogenat [146].

Pentru colorarea alimentelor hidrosolubile se utilizeaza carotenoide dispersa-
bile in apa. Utilizdnd carotenoide cristaline se pot obtine preparate carotenoidice
dispersabile in apa prin formarea unor suspensii coloidale, emulsionarea unor solutii
uleioase, dispersia in coloizi corespunzatori, adaugarea de agenti activi de suprafata
etc. Suspensiile coloidale se obtin prin dizolvarea carotenoidelor in solventi misciboli
cu apa, alcool, acetona), se toarna apoi solutia de carotenoide in apa si apoi se
indeparteaza solventul organic prin evaporare. Concentratia carotenoidelor in aceste
suspensii este mica.

Alimentele care contin apa se pot colora si cu ajutorul unor solutii uleioase
de carotenoide emulsionate in apa. Emulsiile obtinute pot fi folosite fie sub forma de
lichid, fie transformate in granule uscate. Concentratia carotenoidelor poate fi marita
fie prin ridicarea temperaturii (incalzirea uleiului), fie prin folosirea unor solventi
buni cum sunt: uleiul de portocale, esterii acizilor diterpenici, acetilgliceridele,
oleoalcoolii aromati sau derivatii lor, vitaminele A si E etc. [1].

Carotenoidele hidrosolubile se utilizeaza la prepararea sucurilor si bauturilor,
a supelor praf, a sosurilor, a produselor lactate (branzeturi, iaurt, inghetata),
surogate lactate, deserturi, siropuri si dulceturi, produse de cofetarie, patiserie si
franzeldrie, maioneze, produse de carne, macaroane, paste fainoase, oua si produse
Cu oua etc.

Au aparut o serie de preparate in forma dispersa uleioasa sau hidro-
solubila numite preparate ,Roche". In acest scop sunt utilizate: p-carotenul,
B-apo-carotenalul si cantaxantina [1]:

% p-Carotenul 1% solubila in apa rece (B-carotind 1% SAR) reprezinta o pudra fina
de culoare oranj. Particulele acestei pudre contin o dispersie uleioasa de B-
carotina intr-un coloid de clei de salcdm, zaharoza, maltodextrind si grasimi
comestibile. De asemenea contine antioxidanti: a-tocoferol si ascorbat de sodiu.
B-Carotenul 1% SAR se disperseaza in apa formand o solutie de culoare galbena
si se utilizeaza pentru colorarea diferitelor produse alimentare.

% p-Carotenul sub forma uscatd 10% hidrosolubild. Este o pudra fina de culoare
brun-rosie. p-Carotrnul este fin dispersata intr-un coloid format din amidon si
gelatind. Mai contine si zaharozd, o-tocoferol si ascorbil-palmitat. Produce o
coloratie galbena pana la oranj. Se utilizeaza pentru colorarea produselor
alimentare si a bauturilor racoritoare.

% p-Carotenul 20% dispersie uleioasd se prezintda sub forma de ulei vascos.
Contine B-carotinad cristalizatd si dispersata in ulei de alune. Preparatul este
utilizat la colorarea margarinei, grasimilor solide, uleiurilor si diferitelor altor
produse alimentare.

% p-Carotenul 30% dispersie uleioasa este o suspensie uleioasa ce contine cristale de
B-carotind dispersate in ulei vegetal; se foloseste pentru colorarea diferitelor
produse alimentare.

% p-Apo-8'-carotenalul sub forma uscatd 10% hidrosolubild se prezinta sub forma
de pudra fina gri-bruna; p-apo-8'-carotenalul este fin dispersat intr-o matrita din
amidon, gelatind si zaharoza; este stabilizat cu o-tocoferol si ascorbil-palmitat.
Coloratia produsa de acest pigment este de la oranj-rosu la rosu. Este utilizat
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mai ales pentru colorarea bauturilor racoritoare, dar si pentru alte produse
alimentare.

% Cantaxantina sub forma uscata 10% hidrosolubild se prepara analog p-apo-8'-
carotenalului, produce aceeasi coloratie si se utilizeaza in acelasi scop.

[72,119

2.5.7.3. Avantajele si dezavantajele utilizarii carotenoidelor
ca si coloranti

Utilizarea carotenoidelor ca si coloranti alimentari prezintda urmatoarele avantaje
1:

prezinta un potential tinctorial ridicat;

desi sunt pigmenti liposolubili, existd si forme coloidale sau de emulsii
hidrosolubile;

au o larga raspandire in natura;

unele carotenoide au activitate vitaminica A, de unde deriva functia lor dubla
de coloranti si provitamine A (agenti de fortifiere a produselor alimentare);
datorita proprietatilor lor bioantioxidante, carotenoidele constituie adevarati
factori de protectie alimentari intervenind favorabil in tratamentul si profila-
xia multor afectiuni;

sunt stabili in alimente cu pH acid sau neutru;

se pot folosi Tn amestec unii cu altii sau cu coloranti necarotenoidici, pentru
a largi nuantele coloristice ale alimentelor;

nu sunt toxice

Dintre dezavantajele utilizarii carotenoidelor in industria alimentara se pot

mentiona:

acoperirea doar partiala a spectrului coloristic de la galben la rosu;

au o solubilitate limitata atat in grasimi, cat mai ales in apa;

sunt mai scumpe decéat ceilalti coloranti alimentari;

culoarea produsului alimentar este influentata nu numai de tipul pigmentului
carotenoidic, ci si de forma sub care se aplica.

BUPT



3. CONTRIBUTII PROPRII
3.1. INTRODUCERE

De foarte multa vreme, cercetdtorii din intreaga lume se intereseazd,
experimerlteazé si isi publica rezultatele cu privire la diferitele principii active
naturale. In prezent, putem afirma ca asistdm la o adevarata ,intoarcere la natura”,
principiile active naturale fiind in centrul atentiei, dupa o perioadd de ,umbra”
determinata de ,era chimica”- in prezent in usor declin. Se constata tot mai mult
cat de generoasa este natura, iar noi, oamenii, nu trebuie decat sa cautam sa-i
descoperim tainele, pretuindu-i cat mai mult darurile de neegalat.

Universalitatea rdaspandirii in naturd a pigmentilor carotenoidici ca si
proprietatile lor biologice deosebite stau la baza interesului sporit acordat in prezent
acestor compusi, de catre oamenii de stiinta din diferite domenii (chimie, biochimie,
genetica, biologie, medicind, zootehnie, farmacie, cosmetica, industria alimentara).
Astfel, se descopera noi compusi din aceasta clasa, sunt aduse la lumina noi si noi
aspecte, privind izolarea si purificarea carotenoidelor naturale, privind actiunea
antioxidanta, anticancerigend, fotoprotectoare, imunostimulatoare etc. a acestora
[5, 54, 79, 101, 123, 144, 169-184] aparand pe piata o serie de produse noi care
contin pigmenti carotenoidici naturali.

Cercetari anterioare privind izolarea si purificarea unor principii active din plante
[185-196] ne-au indreptat atentia spre prezentul studiu privind extractia si
determinarea cantitativa a pigmentilor carotenoidici naturali din diferite materii
prime si posibilitatile de utilizare a acestor extracte in diferite domenii (medicing,
cosmetica, farmacie, zootehnie).

Principalele aspecte studiate in cadrul prezentei teze sunt urmatoarele
[197-206]:

- Izolarea pigmentilor carotenoidici din diferite materiale vegetale: 6 hibrizi de
porumb (Zea mays), doua soiuri de fructe de catind alba (Hippophae
rhamnoides), flori de galbenele (Calendula officinalis), portocale (Citrus
sinensis) - flavedo, albedo si pulpa, piersici (Persica vulgaris) - pulpa si
pericarp, rostopasca (Chelidonium majus)- radacina, tulpina, flori si frunze.

- Analiza RP-HPLC a extractelor carotenoidice si determinarea continutului de
B-caroten si carotenoide totale. Compararea rezultatelor privind continutul
de carotenoide totale al probelor cu cele obtinute prin metoda spectrofoto-
metrica.

- Determinarea capacitdtii antioxidante a extractelor carotenoidice obtinute,
utilizind metoda cu radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

- Analiza continutului de elemente minerale din materiile prime si extracte
prin spectrofotometrie de absorbtie atomica si prelucrarea statistica a
datelor prin analiza componentelor principale-PCA, in vederea clasificarii
probelor.

- Studiul comportamentului microbiologic al unor extracte carotenoidice
obtinute din boabe de porumb (Zea mays), fructe de catina alba (Hippophae
rhamnoides) si rostopasca (Chelidonium majus), in vederea determinarii
actiunii lor antimicrobiene fata de cateva specii de microorganisme (Staphy-
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lococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Candida albicans).

- Aplicatii practice ale extractelor carotenoidice din porumb (Zea mays),
respectiv din fructe de catina alba (Hippophae rhamnoides) prin obtinerea
unor unguente, testarea lor clinica ,in vivo” in diferite afectiuni dermatolo-
gice, studiul comportamentului reologic al unguentelor abtinute.

- Studiul efectelor utilizérii unor surse naturale bogate in pigmenti carotenoidici
(faina din fructe de catina alba), ca suplimente in furajele pasarilor ouatoare, in
vederea imbunatatirii valorii nutritive si a pigmentatiei galbenusului de ou.

- Aplicarea industriald a unui extract carotenoidic din fructe de catina alba
(Hippophae rhamnoides) la colorarea unor sortimente de iaurt.

3.2. PARTE EXPERIMENTALA

3.2.1. Obtinerea si analiza unor extracte carotenoidice din diferite
materiale vegetale din familile Gramineae, Compositae,
Elaegnaceae, Papaveraceae, Rosaceae si Rutaceae

3.2.1.1. Descrierea plantelor folosite

e Porumbul (Zea mays)

Porumbul (Zea mays), familia Gramineae, planta erbacee, anuald, cereal3,
cultivata Tn scopuri alimentare, industriale si furajere, din zona de stepa pana la altitudinea
de 530 este, dupa grau si orez, cea mai importanta cereala din lume. Prezinta radacina
pivotanta, tulpina cilindrica inalta, frunze liniar - lanceolate, flori mascule (grupate in
panicul spiciform) si femele (asa-numitii stiuleti), fructe caliopse golase cu marime si
culoare variabile (alba, galbena, portocalie, rosie, albastru-inchis) [207].

Exista mai multe convarietati de porumb din care s-au obtinut numerosi hibrizi cu
diferite caracteristici, urmarindu-se in principal cresterea valorii nutritive a porumbului,
pentru o valorificare superioara in hrana omului si animalelor. Boabele de porumb contin:
proteine (7-14%), zaharuri (66-76%) din care circa 80% reprezinta amidonul (alaturi de
glucoza, fructoza, zaharoza), apa (9,5-12,3%), acizi grasi (palmitic, stearic, oleic, linoleic,
linolenic), fibre alimentare (0,8-2,9%), cenusa (1,2-2,9%), carotenoide (luteing,
zeaxantind, criptoxantina, B-caroten, fitoen si altele), vitamina E, viaminele Bi, B, Bs,
minerale [207, 208].

e Catina alba (Hippophae rhamnoides)

Catina alba (Hippophae rhamnoides), familia Elaegnaceae, este un arbust
rezistent la secetd si geruri, care creste in palcuri de-a lungul zonelor litorale, dar si
in cele montane insorite, in special pe formatiuni salinifere. Catina creste pana la
aproximativ 5 m fnaltime, are ramuri cu spini, frunze lanceolate, muguri amarui,
fructe portocalii carnoase, cu sambure tare. Dupa 4-5 ani de dezvoltare, arbustul
face fructe care pot ramane pe ramuri si peste iarna.

Fructele de catind alba contin: substantd uscata (15-20%), zaharoza (0,06-
0,49%), acizi organici (1,5- 4,1%), pectind (0,14-0,5%), substante tanante (1,8%),
celulozé (0,9%), proteine (1,2%), ulei (8-12%), carotenoide (30-40 ug/g fruct
proaspat), vitamina C (129,2-272,7 mg%), vitamina B;, B,Bg, vitamina E (16 mg%),
vitamina F (8 mg%), vitamina K, calciu (211,8 mg%), fosfor (194,4 mg %), magneziu
(186 mg%), potasiu (165 mg%), sodiu (2,8 mg%), fier (14 mg%) [209].
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e Galbenelele (Calendula officinalis)

Galbenelele (Calendula officinalis), familia Compositae, plantd ierboasa
anuala, creste in sdlbaticie, de la campie pana in zona montana, dar adesea este
cultivata in gradini, parcuri, In culturi sistematice, pentru utilizari industriale si
medicinale. Florile (Calendulae flox) sunt formate din antodii uscate de culoare
galben - portocalie incAonjurate de bractee verzi, fara peduncul. Mirosul slab aromat,
gust amarui sarat. In compozitia chimicd a florilor de galbenele se disting
saponozide triterpenice avand la baza derivati ai acidului glucuronil oleanolic,
carotenoide (in special licopen, a si B-caroten, luteind), precum si unele poliine;
flavonoizi si glicozizi flavonici: izoramnetin-3-ramnoglicozizi, rutinozizi si derivati ai
cvercetolului; ulei volatil (cca. 0,02%), substante amare cu structurda nedefinita,
gumirezine, mucilagii, esteri colesterinici ai acizilor lauric, miristic, palmitic si
margaric; vitamina C, acid malic substante proteice etc [40,207].

e Rostopasca (Chelidonium majus)

Rostopasca (Chelidonium majus), familia Papaveraceae, este o planta
erbacee, perend, hemicriptofitd, toxicd, spontana, intalnita prin locuri umbroase,
prin paduri, tufarisuri, gradini, pe langa garduri, ziduri, ruine, in jurul asezarilor
omenesti, de la cdmpie, pana in zona montana la 800-1000 m. Este recent
introdusa in culturd [207]. Partea aeriana este formata din tuplini putin ramificate,
usor paroase, cu frunze alterne profund penat partite, fiecare frunza fiind constituita
din 5-7 lobi rotunjiti. Pe fata superioara, frunzele au o culoare verde, pe fata
inferioara fiind verzi-albastrui. Frunzele sunt grable, moi la pipait, foarte friabile;
florile, galben-aurii sunt rare in masa de produs, fiind reunite in inflorescente
umbeliforme, asezate in varfurile ramurilor. Caliciul este format din doud sepale
caduce, corola, din patru petale si numeroase stamine.

Radacina groasa, pivotata, de forma conica si carnoasa, capata prin uscare
zbarcituri fiind friabila; radacinile secundare insotesc in numar mare radacina
principald, de culoare brun cenusie pana la brun-negricioasa.

Toate partile plantei contin un suc laptos (latex) de culoare galbena care, in
contact cu aerul, se brunifica.

Compozitia chimica: alcaloizi (chelidonind, homeochelidoning, oxichelidoning,
mezoxichelidoninad, cheleritrind, sanguinarina, coptizinad, tetrahidrocoptizina, protro-
pind, alocriptopind, berberind, sparteind), vitamina C, carotenoide, rezine, ulei
volatil, flavonoide, saruri minerale, saponozide. Maximul de alcaloizi se afla in rizomi
si rad&cini [207,209,210].

e Piersicul (Persica vulgaris)

Piersicul (Persica vulgaris), familia Rosaceae, este un arbore sau arbust
fructifer, fiind a treia specie pomicola dupa mar si prun, ca importanta economica.
Radacinile sunt foarte superficiale, dar depasesc zona proiectiei coroanei, tulpina
este Tnalta (2-6 m), coroana piramidald, lujeri rosietici sau bruni, muguri ingusti,
alipiti., frunzele sunt eliptice sau eliptic-lanceolate, florile solitare rosii carmin pana
la albe. Fructele sunt globuloase, cu pulpa aromata, suculentd, galbena-aurie, pana
la rosu inchis. Samburele este tare, regulat - brazdat de mici adancituri, semintele
sunt usor aromate [207].

Fructele proaspete contin: apa (85-89%), proteine (0,7%), zaharuri (5,0-
12,9%), acizi organici (0,3-1,4%), vitaminele: C, B1, Bz, B3, carotenoide, ulei volatil
ce contine: linalol, esteri, acid acetic, caprilic, aldehide etc [207].
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e Portocalul (Citrus sinensis)

Portocalul (Citrus sinensis), familia Rutaceae,este un arbore sau arbust
fructifer, cu tulpini inalte de 3-12 m, frunze eliptice acuminate la varf, flori albe cu
caliciu paros, foarte parfumate, solitare sau dispuse in corimbi panciflori. Fructele
sunt bace, globuoase, portocalii; contin: apa (90%), proteine (0,7%), zaharuri
(9%), acizi organici (1,5-25g%), vitamina C(35-50 mg%), vitaminele Bi, B, Bs,
carotenoide, saruri minerale [207]. Pericarpul fructelor de portocal contine uleiuri
esentiale (maxim 2,5% fin care limonenul se gasesta in proportie de peste 90%),
polifenoli, carotenoide, fibre alimentare, proteine, cenusa, apa.

3.2.1.2. Izolarea pigmentilor carotenoidici din diferite
materiale vegetale

e Izolarea pigmentilor carotenoidici din diferiti hibrizi de porumb
(Zea mays)

= Materiale utilizate

Ca materie prima pentru obtinerea extractelor carotenoidice s-au utilizat
boabele a sase tipuri de hibrizi de porumb: NSSK444, NSSK640, NSSK420, Lovrin
400, Laureat, si Florencia cultivati si la Statiunea Didactica a Universitatii de Stiinte
Agricole si Medicind Veterinara a Banatului, Timisoara, recolta septembrie 2002
(hibridul NSSK444), respectiv septembrie 2004 (hibrizii: NSSK640, Lovrin 400,
Laureat si NSSK420). Hibrizii NSSK444, NSSK420 si NSSK640 sunt obtinuti la
Universitatea din Novi Sad (Institute of Field and Vegetable Crops); primii doi fac
parte din grupa de maturitate conventionald FAO 400-500, fiind semitardivi
(perioada de vegetatie mai mica de 145 zile), iar ultimul, din clasa de maturitate
FAO 600-700, fiind tardiv (perioada de vegetatie de peste 145 zile) [211,212,213].
Hibridul Lovrin 400 este de provenientda roméaneasca (Statiunea de Cercetare-
Dezvoltare Agricola Lovrin), fiind semitardiv - grupa de maturitate conventionala
FAO 500-600, iar hibridul Laureat - produs de firma KWS din Ungaria -este
semitimpuriu- grupa de maturitate conventionala FAO 340-360 (perioada de
vegetatie 116 zile) [213]. Hibridul Florencia este de provenienta americana (firma
Pioneer Hi-Bred Intrenational, USA) facadnd parte din grupa de maturitate
conventionala FAO 500-600- hibrid semitardiv [213]. Toti hibrizii de porumb
analizati sunt hibrizi simplii (HS) - obtinuti prin incrucisarea a doua linii
consangvinizate [213,214], sunt productivi, cu o buna rezistenta la boli si daunatori,
cei tardivi si semitardivi fiind cultivati cu precadere in zonele calde din sudul Europei
(in Romania in zonele de campie), deoarece necesita o perioadd mai indelungata
pentru a ajunge la maturitate si sunt mai rezistenti la conditiile de seceta si
temperaturi ridicate [214] .

Reactivii utilizati pentru izolarea pigmentilor carotenoidici din boabele de
porumb au fost: etanol (solvent pentru extractie, p.a., 96%, Chimopar, Bucuresti),
eter de petrol (solvent pentru extractie, p.a., 40-67 °C, Chimopar, Bucuresti),
acetona (solvent pentru extractie, p.a., Chimopar, Bucuresti), BHT (t-butilhidroxi-
toluen, pentru prevenirea degradarii oxidative a carotenoidelor, p.a., Merck),
hidroxid de potasiu (pentru saponificarea extractelor, p.a., Merck), clorura de sodiu
(p.a., Chimopar, Bucuresti), sulfat de sodiu anhidru (pentru indepartarea urmelor de
apa din extracte, p.a., Chimopar, Bucuresti). Extractele purificate finale au fost
reluate si dizolvate in eter de petrol de la firma Merck.
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e Mod de lucru general
» Extractia carotenoidelor
Boabele de porumb au fost inepartate de pe stiuleti, uscate la aer, la
temperatura camerei si apoi macinate pana la obtinerea unei pulberi fine. Pentru
obtinerea extractelor carotenoidice, faina de porumb cantarita (tabelul 3.1.) a fost
introdusa intr-un balon cu fund plat, de 1000 ml, cu dop rodat, apoi s-a umezit cu
apa distilata. Mai naintea extractiei propriuzise, fdina de porumb umectatd s-a
tratat cu etanol 96% atéat cat sa acopere complet faina, balonul s-a agitat energic si
apoi a fost ldsat in repaus timp de 45 minute, la temperatura camerei, la intuneric,
permitdndu-se astfel hidrolizarea amidonului si eliberarea mai completa a
pigmentilor carotenoidici din materialul vegetal. Astfel, se pare ca amidonul
nehidrolizat, datoritd structurii sale macromoleculare, ,captureaza” o parte din
moleculele de carotenoide care nu mai pot trece in solvent. Se mentioneaza ca
extractile anterioare realizate conform metodologiilor descrise in literatura
[1,5,79,215] si care nu prevad aceasta etapa au condus la randamente de extractie
mai scazute, faina de porumb nedecolorédndu-se complet pana la finele extractiei
datorita faptului ca nu s-a realizat eliberarea completa a carotenoidelor din celulele
materialului vegetal. Pentru prevenirea degradarii oxidative a carotenoidelor s-a
addugat 0,1% BHT (fatd de materia prima). Pigmentii carotenoidici au fost extrasi
cu un amestec de solventi organici format din eter de petrol: acetona: etanol 96%
(6:3:1, v:iv:iv) [215]. Extractia s-a repetat de mai multe ori cu portiuni noi de
amestec de solventi, pana cadnd acesta a ramas incolor iar faina de porumb s-a
decolorat complet (epuizarea materialului vegetal). Dupa fiecare adaos de amestec
de solventi, balonul a fost agitat energic cca. 5 minute. Extractele carotenoidice
reunite au fost apoi supuse concentrarii sub vid, la 35°C, intr-un evaporator rotativ
(model RV-05, basic 1-B, Shimadzu Japonia), pana la un volum mai mic (15-20 ml).
> Indepartarea sterolilor din extract
Extractul brut obtinut a fost tratat cu 40 ml eter de petrol si lasat peste
noapte (16 ore) la temperatura de -10°C [1]. Sterolii precipitati au fost indepartati
prin centrifugare timp de 10 minute, la 2000 rpm (centrifuga model Universal 32 R,
Hettich, Germania). Supernatantul a fost apoi concentrat sub vid, in evaporatorul
rotativ, la 35 °C, pand la un volum mai mic (10-15 ml).
» Saponificarea extractului
Extractul ramas dupa indepartarea sterolilor a fost supus in continuare
saponificarii in vederea indepartarii lipidelor si esterilor, prin tratare cu 40 ml solutie
alcoolica 20% de hidroxid de potasiu si lasare peste noapte (16 ore) la temperatura
camerei, sub atmosfera de azot si la intuneric [5,79]. Carotenoidele au fost apoi
reextrase cu eter de petrol, intr-o palnie de separare de 500 ml, spalate de mai
multe ori cu o solutie saturata de clorura de sodiu si apoi cu apa distilata, pana la
completa indepartare a sapunurilor si a alcaliilor. Extractele eterice reunite au fost
trecute peste sulfat de sodiu anhidru in vederea indepartarii urmelor de apa si apoi
concentrate sub vid, la 35 °C, in evaporatorul rotativ, padnd la indepéirtarea
completa a solventului. Carotenoidele obtinute au fost redizolvate intr-un volum de
eter de petrol si pastrate in sticle brune la -20 °C, in atmosferd de azot, pentru a fi
ulterior supuse analizelor. Din fiecare tip de hibrid de porumb s-au realizat 3 probe
paralele, pornind de la aceleasi cantitati de materie primdsi lucrand in aceleasi
conditii. In tabelul 3.1. sunt prezentate cantitatile de materii prime utilizate si de
extracte obtinute (valorile medii pentru cele trei probe de acelasi tip) din fiecare
hibrid de porumb.
Nota: pentru prevenirea degradarii fotochimice a carotenoidelor, toate
operatiile s-au desfasurat in incaperi cu lumina slaba, la temperatura camerei.
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Tabelul 3.1
Cantitatile de materii prime si extracte carotenoidice obtinute din hibrizii de
porumb (Zea mays)

NF. crt. Hibridul de porumb “‘“““’(f;')"e‘-‘e“" me*‘?;gg;::)"(g)
1. NSSK444 380,00 0,5423
2. NSSK640 260,00 02113
3. NSSK420 400,00 0,2554
4. Laureat 260,00 02912
5, Lovrin 400 360,00 0,2115
6. Florencia 400,00 0.2456

e Izolarea pigmentilor carotenoidici din fructe de catina alba
(Hippophae rhamnoides)

e Materiale utilizate

Ca materie prima pentru obtinerea extractelor carotenoidice s-au utilizat
fructele uscate din doud soiuri de catina alba (Hippophae rhamnoides): Delta 1 si
Ciuma - cu maturare tardiva a fructelor (de forma oval-turtita, culoare portocaliu
rosietica), provenite de la Fructex S.A. Bacau. Ambele soiuri se caracterizeaza
printr-o maturare tardiva a fructelor - care in cazul soiului Delta 1 sunt mari,
ovoidale, de culoare portocalie, iar in cazul soiului Ciumasi sunt oval-turtite de
culoare portocaliu rosiatica.

Reactivii utilizati pentru izolarea carotenoidelor din fructele de catina alba
uscate au fost: aceiasi cu cei prezentati la obtinerea extractelor din boabe de
porumb.

e Mod de lucru general

Fructele de catinad alba uscate au fost macinate cu o rasnita electrica pana la
obtinerea unei pulberi fine. Din fiecare proba macinatd s-a cantarit o anumita
cantitate (tabelul 3.2.), care a fost introdusa intr-un balon de 1000 ml, cu fund plat
si dop rodat. Extractia pigmentilor carotenoidici s-a realizat cu un amestec de
solventi format din eter de petrol si etanol 96% (8:2, v:v), in care s-a introdus BHT
(0,1% fata de materia prima). In continuare, metodologia de extractie a
carotenoidelor, de indepartare a sterolilor din extact si de saponificare in vederea
obtinerii extractului final, a fost aceeasi ca si cea prezentata la obtinerea extractelor
din boabe de porumb (vezi figura 3.1.). Din fiecare soi de catina alba s-au realizat 3
probe paralele, pornind de la aceleasi cantitdti de materie primd si lucrand fin
aceleasi conditii. In tabelul 3.2. sunt prezentate cantitatile de materii prime utilizate
si de extracte obtinute (valorile medii pentru cele trei probe de acelasi tip) din
fiecare soi de catina alba.

Tabelul 3.2
Cantitatile de materii prime si extracte carotenoidice obtinute din cele doua
soiuride cating alba (Hippophae rhamnoides)

- T = Mmaterial vegetal Mextract purificat
Nr. crt. Soiul de catina alba -
(9) (g) (medie)
1. Delta 1 168,00 0,2253
2. Ciumasgi 200,00 0,3013
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e Izolarea pigmentilor carotenoidici din flori de galbenele (Calendula
officinalis)

® Materiale utilizate
Materia prima folosita ( flori de galbenele uscate) a provenit de la Statiunea
Didacticd a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinard a Banatului
Timisoara, recoltata in luna iulie 2004.
Reactivii folositi pentru obtinerea extractului carotenoidic au fost aceeasi ca
si cei indicati la izolarea carotenoidelor din fructele de catina alba.

® Mod de lucru general
Extractia carotenoidelor din florile de galbenele ca si purificarea extractului
prin indepartarea sterolilor si saponificare, s-a realizat dupa modul de lucru
prezentat la obtinerea carotenoidelor din boabele de porumb. S-au realizat 3 probe
paralele, pornind de la aceleasi cantitati de materie prima si lucrand in aceleasi
conditii. Cantitatea de materie prima si masa extractului obtinut (valoare medie
pentru cele trei probe) sunt prezentate in tabelul 3.3.

Tabelul 3.3.
Cantitatile de materie prima si extract carotenoidic obtinut din florile de galbenele
(Calendula officinalis)

Nr. Mmaterial vegetal Mextract purificat
crt. Proba (9) (g) (medie)
1. Flori de gdlbenele uscate 200,00 0,4228

e Izolarea pigmentilor carotenoidici din fructe de piersici (Persica
vulgaris)

® Materiale utilizate
S-a utilizat ca materie prima pielitda, respectiv pulpa de piersici soiul Red
Haven, achizitionate de pe piata autohtona. Fructele acestui soi sunt de marime
medie, cu pericarpul rosu si miezul galben, ferm.
Reactivii folositi pentru obtinerea extractului carotenoidic au fost aceiasi ca
si cei prezentati la izolarea carotenoidelor din porumb.

® Mod de lucru general
Pielita de pe fructele de piersici spalate a fost indepartata cu ajutorul unui
cutit si s-a cantarit o anumita cantitate de pericarp, respectiv de pulpa (tabelul 3.4.)
care apoi a fost trituratd cu putin nisip de cuart si acetona, intr-un mojar de
portelan. Materialul vegetal bine triturat s-a introdus intr-un balon de 1000 ml, cu
fund plat si dop rodat, supunandu-se in continuare extractiei cu un amestec eter de
petrol: acetona: etanol 96% (6:2:2) in care s-a addugat BHT (0,1% fata de materia
prima) pentru prevenirea oxidarii carotenoidelor. In continuare modul de lucru
utilizat a fost identic cu cel prezentat la izolarea carotenoidelor din boabe de
porumb. S-au realizat 3 probe paralele, pornind de la aceleasi cantitati de materie
prima si lucrand in aceleasi conditii.
Tabelul 3.4. prezintd cantitatile de materii prime si extracte carotenoidice
obtinute din pielitd si pulpa de piersici.
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Tabelul 3.4

Cantitatile de materii prime si extracte carotenoidice obtinute din pielita si
pericarpul de piersica (Persica vulgaris) soiul Red Haven.

Nr.

Mmaterial vegetal

Mextract purificat( g )

crt. Proba () (medie)
1. Pulpd piersicd 300,00 0,2001
2. Pericarp piersica 100,00 0,1852

e Izolarea pigmentilor carotenoidici din fructe de portocala (Citrus
sinensis)

® Materiale utilizate
Materia prima utilizata au fost portocale (Citrus sinensis), soiul Valencia de
pe piata autohtona. Carotenoidele fiins extrase separat din pulpa, albedo (partea
alba, interna a pericarpului) si flavedo (partea coloratd, externa a pericarpului).
Reactivii utilizati au fost aceiasi ca la izolarea carotenoidelor din boabele de
porumb.

® Mod de lucru general

Portocalele au fost decojite si apoi s-a separat portiunea exterioara a
pericarpului (flavedo) de cea interioara (albedo) s-au maruntit cu ajutorul unui cutit
si s-au lasat la uscat la temperatura camerei. S-a cantarit o anumita cantitate din
albedo, flavedo si din pulpd. Fiecare proba a fost apoi mojarata cu putin nisip de
cuart si acetona. Probele astfel pregatite au fost introduse fiecare intr-un balon de
1000 ml cu fund plat si dop rodat. Extractia carotenoidelor s-a realizat cu un
amestec de solventi: eter de petrol: etanol 96%: acetona (8:1:1) adaugandu-se
BHT (0,1% fata de materia prima). Modul de lucru ulterior a fost acelasi ca si la
izolarea pigmentilor carotenoidici din boabele de porumb. S-au realizat 3 probe
paralele, pornind de la aceleasi cantitati de materie prima si lucrand in aceleasi
conditii.

in tabelul 3.5. sunt prezentate cantitdtile de materii prime si extracte
carotenoidice obtinute din albedo, flavedo si pulpa de portocala.

Tabelul 3.5.
Cantitatile de materii prime si extracte carotenoidice obtinute
din albedo, flavedo si pulpd de portocala (Citrus sinensis)
NF. crt. Proba Mmaterial vegetal Mextract pur_ificat(g)

(g) (medie)
1. Albedo- portocala 380,00 0,1846
2. Flavedo- portocala 340,00 0,1852
3. Pulpa portocald 400,00 0,1210
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e Izolarea pigmentilor carotenoidici din rostopasca (Chelidonium
majus)

® Materiale utilizate
Materia prima utilizatd a fost radacina, tulpina, frunzele si inflorescenta
plantei de rostopasca (Chelidonium majus), recoltata din curtea Universitatii de
Stiinte Agricole si Medicina Veterinara a Banatului Timisoara in luna iunie 2005.
Reactivii utilizati au fost aceiasi cu cei prezentati la izolarea carotenoidelor
din boabele de porumb.

® Mod de lucru general

Pentru extractia carotenoidelor din diferite parti anatomice ale plantei de
rostopasca a fost utilizat acelasi mod de lucru ca si in cazul portocalelor. Se
mentioneazd ca s-a utilizat planta proaspata pentru extractie. La operatia de
saponificare a extractului s-a realizat, pe langa indepartatrea lipidelor si esterilor,
indepartarea clorofilei din extract. [5,79] S-au realizat 3 probe paralele, pornind de
la aceleasi cantitati de materie prima si lucrand in aceleasi conditii. Tabelul 3.6.
cuprinde cantitatile de materii prime si extracte carotenoidice obtinute din diferite
parti anatomice ale plantei de rostopasca

Tabelul 3.6.
Cantitatile de materii prime si extracte carotenoidice obtinute din radacina,
tulpind, frunze si inflorescente de rostopasca (Chelidonium majus)

Nr. crt. Proba Mmaterial vegetal Mextract purfficat(g)
(9) (medie)
1. Frunze rostopasca 125,00 0,1704
2. Flori rostopasca 132,00 0,2547
3. Tulpind rostopasca 180,00 0,2948
4. Radacind rostopasca 125,00 0,1233

Observatie: in cazul cdnd din produsele vegetale bogate atat in pigmenti
carotenoidici cat si in pigmenti clorofilieni (asa cum sunt tulpina si frunzele de
rostopascd) se doreste separarea ambelor tipuri de compusi, nu se mai face
saponificarea ci se procedeaza astfel [194]: materialul vegetal se tritureaza cu nisip
de cuart in prezenta de acetonda 80% (v/v), omogenatul se centrifugheaza, se
colecteaza supernatantul iar reziduul se reia cu portiuni noi de acetona 80% (v/v)
pana la obtinerea unui extract incolor. Supernatantele reunite se colecteaza intr-o
palnie de separare si se amesteca cu eter de petrol. Prin adaugare de apa distilata
se realizeaza separarea in doud straturi. Pigmentii trec in stratul eteric iar stratul
acetonic se indeparteaza din péalnia de separare. Pentru separarea carotenoidelor de
clorofile, solutia eterica se spalda cu cate 20 ml metanol 80% (v/v) si se separa
stratul metanolic inferior, ce contine carotenoidele. Extractia cu metanol a
compusilor carotenoidici din solutia eterica se repeta pana cand stratul metanolic
este incolor. Metanolul ramas in stratul eteric se spala cu portiuni mici de apa
distilata, pana se formeaza o suspensie. Pentru separarea urmelor de carotenoide se
amesteca suspensia de clorofila cu putin talc si sulfat de sodiu anhidru, intr-un vas
de sticld de culoare brund, inchis etans. Se pastreaza 2-3 ore la intuneric, timp in
care clorofila se absoarbe pe talc, iar urmele de carotenoide raman in solutie. Se
filtreaza. Filtratul se amesteca cu extractul carotenoidic metanolic care se usuca
peste sulfat de sodiu anhidru si apoi se concentreaza sub vid. Clorofila se elueaza de
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pe talc cu eter de petrol si se indeparteaza talcul prin filtrare. Prin indepartarea
eterului sub vid se obtin cristale de clorofila.

Schema bloc pe operatii (generald) pentru izolarea si purificarea pigmentilor
carotenoidici din materialele vegetale analizate este prezentata in figura 3.1.

Material vegetal maruntit

—; l *—Amestec solventi

| EXTRACTIE |

:

| FILTRARE |

reziduu } lextract primar

| CONCENTRARE VID, 35°C

Eter de petrol
Amestec solventid—, l extract brut i P

| PRECIPITARE STEROLI 16h, -10°C |

| CENTRIFUGARE 2000 rpm |

rezidUU<—, ‘supernatant

| CONCENTRARE VID, 35°C

lextract liber de sterof KOH 20% in etanol

|SAPONIFICARE 16 h, intuneric, 20°c|
§ extract saponificat ‘—Eter de petrol
| EXTRACTIE CAROTENOIDE |

strat inferior strat superior eteric‘i NaCl solutie saturata
Y

alcoolic -
| SPALARE |
stra’?a F|)r:)fser|or "strat superior eteric‘—Apa distilata
| SPALARE |
stra;;’r:)f:nor | strat superior eteriq—NazSOA; anhidru
| DESHIDRATARE |
NazSO04 4—, y extract eteric deshidratat
hidratat
| FILTRARE |

Eter de ! extract eteric purificat

trol
petro | CONCENTRARE VID, 35°C |

Extract carotenoidic final purificat

Figura 3.1.- Schema bloc pe operatii pentru izolarea si purificarea carotenoidelor
din materialele vegetale analizate
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3.2.1.3. Analiza RP-HPLC a extractelor

in vederea determindrii concentratiei de B-caroten si de carotenoide totale
din probe, toate extractele carotenoidice obtinute au fost supuse analizei prin
cromatografie de lichide de inaltd performanta, cu faza inversa (RP-HPLC). Pentru
aceasta a fost utilizat un cromatograf HPLC tip Agilent 1100 (Agilent, USA), cu o
coloand Zorbax SB-C18, cu dimensiuni: 250 x 4,6 mm si diametrul particulelor de
5 um. Ca eluent s-a folosit un amestec de acetonitril:metanol (20:80), ambii reactivi
provenind de la firma Merck&Co., Inc, New Jersey. S-a lucrat la un debit al
eluentului de 1 ml/minut, o temperatura a coloanei de 30°C si lungimea de unda de
450 nm. S-au injectat probe de 20 ul iar pentru determinarea concentratiei de
B-caroten din probe s-a folosit o curba de etalonare (figura 3.2.) obtinuta cu p-caro-
ten standard de puritate >97%, provenind de la Sigma Chemical Company.

HPLC_Etalonare
Arie = 7.8+862.7*C ; R=0.969

-0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
¢ (9/100 m)

Figura 3.2. - Curba de etalonare pentru p-carotenul standard

Cromatogramele RP-HPLC suprapuse, obtinute pentru p-carotenul standard
sunt prezentate in figura 3.3. Fiecare proba de extract a fost analizata in duplicat.
Rezultatele obtinute privind continutul de carotenoide din extracte sunt prezentate
in tabelele 3.10.-3.27. iar cromatogramele RP-HPLC corespunzatoare fiecarui extract
carotenidic sunt prezentate in figurile 3.11.-3.15., 3.17., 3.18., 3.20.-3.22., 3.24.-
3.26., 3.28.-3.31. (vezi 3.3.1.1. - Rezultate si discutii).
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Figura 3.3.- Cromatogramele RP-HPLC obtinute pentru p-carotenul etalon

3.2.1.4. Determinarea spectrofotometrica a continutului total
de carotenoide din extracte

Pentru determinarea spectrofotometrica a continutului total de carotenoide
din extractele obtinute a fost utilizat un spectrofotometru UV-VIS model Specord
205 (Analytik Jena, Germania) S-a folosit cuva de 1 cm si s-au determinat
absorbantele probelor in eter de petrol, la lungimea de unda: A=450 nm; pentru
compensare a fost utilizat eterul de petrol.

Estimarea cantitatii totale de carotenoide din probe, prin aceasta metoda, s-
a realizat cu ajutorul formulei de calcul [1,5,79,103]:

A.v.10°
1%
lcm

Mg carotenoida/g material vegetal =
-m
unde:
A - este absorbanta la lungimea de unda dat3;
V - volumul extractului analizat (ml);
A%, - coeficient specificde absorbtie al B-carotenului in eter de petrol
(2592);
m - masa probei (g).
Rezultatele obtinute in urma acestor determinari sunt prezentate in tabelul
Al.1. (Anexa 1.)
in figura 3.33. (vezi 3.3.1.1. - Rezultate si discutii), respectiv tabelul 3.28.
sunt prezentate comparativ rezultatele privind continutul total de carotenoide
obtinute prin RP-HPLC si prin metoda spectrofotometrica.
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3.2.1.5. Determinarea activitatii antioxidante a extractelor
carotenoidice prin metoda cu DPPH

in functie de reactiile chimice pe care le implicd, majoritatea metodelor de
determinare a capacitatii antioxidante pot fi impartite in doud categorii: analize
bazate pe reactii de transfer de atom de hidrogen (HAT) si analize bazate pe reactii
de transfer de electron (ET). Majoritatea analizelor bazate pe HAT monitorizeaza
cinetica reactiei si determinarea cantitativa se face pe baza curbelor cinetice. Aceste
analize cuprind inhibitia autooxidarii lipoproteinelor de densitate joasa, capacitatea
de absorbtie a radicalului de oxigen (ORAC) si parametrul de captare a radicalului
antioxidant (TRAP). Metdele bazate pe ET masoara capacitatea unui antioxidant de a
reduce un oxidant, care isi schimba culoarea atunci cand este redus. Gradul in care
se schimba culoarea este corelat cu concentratia probei de antioxidant. Acestea
includ analiza fenolilor cu reactiv Folin-Ciocalteu (FCR), capacitatea anioxidanta a
echivalentului Trolex (TEAC), puterea antioxidantd a ionului feric reducator (FRAP),
analizarea potentialului antioxidant total folosind complex de Cu(Il) ca oxidant, si
DPPH. Ambele categorii de analize intentioneaza sda masoare capacitatea eliminarii
oxidantului, Tn locul capacitatii antioxidante preventive a unei probe [125].

Deoarece vitezele relative de reactie ale antioxidantilor Tmpotriva
oxidantilor, mai ales radicali peroxil, reprezintd parametrii cheie ai capacitatii
antioxidante, se analizeaza autooxidarea si inhibitia sa cinetica. Autooxidarea,
initiata de un compus azo, si actiunea inhibitorilor sdi include urmatorii pasi
elementari (se considera un antioxidant, doi radicali si oxigenul in exces, unde AH =
antioxidant, LH = substrat, RN, = compus azo) [125]:

Initiere:

R5N> — 2Re + N2

Re + O, — ROOQe

ROQOe + LH — ROOH + Le
Propagare:

Le + O2 — LOOQe

LOQe + LH — LOOH + Le
Inhibitie:

LOOe + AH — LOOH + Ae
Incheiere:

Ae + (n - 1)LOOe — produs
LOOe + LOOe — produs

Viteza de formare a peroxidului inhibat (Rinn) si cel neinhibat (Rpeinn) sunt
eprimate prin urmatoarele ecuatii:

Rneinh = { k3/(2kg)¥2 }[LH]R;¥/2
Rinh = {k3[LH]Ri}/nke[AH]
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Unde:
- ks, ks si ke reprezinta constantele de viteza pentru propagare,
incheiere si inhibitie.

Un radical care rupe catena ar trebui sa reactioneaze mai repede cu radicalii
(ke >> k3), pe cand un radical antioxidant (Ae) nu reactioneaza sau reactioneaza
foarte incet cu LH (constanta de viteza << ks3) [125].

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) este unul dintre radicalii organici cu azot
cei mai stabili si disponibili comercial si are absorbanta maxima in UV-VIS la 517
nm, prezentand o culoare vinetie. In momentul reducerii, solutia se decoloreaza de
la vinetiu la galben, electronul liber al DPPH imperechindu-se cu un hidrogen de la
un antioxidant inhibitor de radical liber trecand in DPPH-H redus:

\<2 \
ﬂ<ii>r +AH — > N-NH NO, + A-

DPPH DPPH-H

Desfasurarea reactiei este monitorizata spectrofotometric [125, 212].

A fost determinatd activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice din
frunze, flori si tulpina de rostopasca (Chelidonium majus), din trei hibrizi de porumb
(Zea mays): NSSK444, NSSK640 si Lovrin 400, din fructe de catina alba (Hippophae
rhamnoides), din pericarp de piersica (Persica vulgaris), din albedo si flavedo de
portocala (Citrus sinensis).

e Materiale utilizate

- solutie 1mM DPPH ( 2,2-difenil-1-picrilhidrazil-radical liber, MP Biomedicals,

LLC-Germania in eter de petrol;

- acid ascorbic (ca si antioxidant etalon, p.a., Merck) solutii 0,1 mM, 0,01 mM
si 0,001 mM in alcool etilic 96% (Merck);
- eter de petrol (p.a., 40-67 °C, Chimopar, Bucuresti).

e Mod de lucru

Din fiecare extract analizat s-au luat probe care au fost diluate cu eter de
petrol 1:100. La dilutii mai mici ale probelor solutia s-a decolorat imediat dupa
adaugarea de DPPH. Intr-o eprubeta prevazuta cu dop s-au introdus: 0,3 ml proba
diluata, 2,6 ml eter de petrol si apoi 0,3 ml solutie DPPH 1mM, dupa care amestecul
s-a introdus in cuva spectrofotometrului, pentru compensare folosindu-se eter de
petrol. A fost inregistratd absorbanta la 517 nm si variatia acesteia in timp. Pentru
probele de vitamind C si cele de rostopascad, inregistrarile au fost efectuate cu
spectrofotometrul Perkin Elmer, Lambda EZ Series, datele achizitionate fiind
prelucrate cu ajutorul programului PESSW, versiunea 1.2, Revision E [216]. Pentru
inregistrarea celorlalte probe a fost utilizat un spectrofotometru Specord 205 (firma
Analytik Jena, Germania), utilizandu-se programul winASPECT, versiunea 2.0.3.0;
spectrele de absorbtie in vizibil inregistrate cu acest aparat sunt prezentate in Anexa 2.
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=  Curba de etalonare DPPH
Pe baza spectrelor de absorbtie in VIS ale solutilor de DPPH de diferite
concentratii (figura 3.4.) s-a obtinut curba de etalonare: Absorbanta (517 nm) = f
(c, mM) (figura 3.5.).

L L L L L e R T
400 450 500 550 600 650 700 750

Figura 3.4. - Spectrele in VIS ale solutiilor de DPPH etalon

Curba de etalonare DPPH

Abs.=0.025+10.96*c

Abs.

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20
c (mM)

Figura 3.5.- Curba de etalonare pentru DPPH: Abs = f (c, mM)

= Activitatea antioxidanta a vitaminei C
Pentru solutiile de vitamina C de concentratie 0,1 mM, 0,01 mM, respectiv
0,001 mM, s-au calculat absorbantele relative (A%) ca raport dintre absorbanta la
timpul t si absorbanta initiald (t = 0):
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Ay (t
A%(t) = — ©_ 100
A 0)

Cu cat A% este mai mica, activitatea antioxidanta a probei studiate este mai mare.

sz om (£ =

Activitatea antioxidanta (A%) a vitaminei C (0.1 mM)
Rank 7 Egn 7905 y=(a+cx+ex2+gx3)/(1+bx+dx2+fx3) [NL]
2=0.09982744 DF Adj 2=0.99980173 FitStdErr=0.18337033 Fstat=46351.545
a2=99.999824 b=22.540957 ¢=286.00459 d=-2.8759808
e=-14.555701 f=2.109024 g=8.4292396
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Figura 3.6. - Variatia in timp a absorbantei relative a solutiei de DPPH in prezenta solutiei de
vitamina C de 0,1 mM

Activitatea antioxidanta (A%) a vitaminei C (0.01 mM)

Rank 1 Eqn 7938 y=(a+cx0-S+ex+gx-9+ix2)/(1+bx0-5+dx+fx1-5+hx2+jx2-5) [NL]
r2=0.99993816 DF Adj r2=0.9999241 FitStdErr=0.14717886 Fstat=80842.744
2=99.999967 b=101.07719 ¢=5198.5102 d=152.92293 e=8451.0916
f=-18.712875 g=-2789.4569 h=2.3993077 i=303.4925 j=1.8875197
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Figura 3.7.- Variatia in timp a absorbantei relative a solutiei de DPPH in prezenta solutiei de
vitamina C de 0,01 mM

Activitati antioxidate apropiate (A% intre 3 si 5,5%) foarte bune au

prezentat probele de concentratii 0,1 mM (A%= 3%) si 0,01 mM (A%= 5,5%) -

figurile 3.6. si. 3.7. Proba de concentratie 0.001 mM a condus numai la o activitate

BUPT



98 Contributii proprii — 3

antioxidanta redusa (A%= 76%), asa cum se poate observa din figura 3.8. - curba
necorespunzatoare, prezentatd doar pentru comparatie.

Activitatea antioxidanta (A%) a vitaminei C (0.001 mM)
Rank 69 Eqn 8080 [LogNormCum] y=a+0.5berfc(-In(x/c)/(20.5d))
r2=0.82728836 DF Adj r2=0.81347142 FitStdErr=2.8682708 Fstat=81.429958
a=76.057042 b=24.225174
c=3.2494292 d=-1.2192949
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Figura 3.8. - Variatia in timp a absorbantei relative a solutiei de DPPH in prezenta solutiei de
vitamina C de 0,001 mM

Evaluarea activitatii antioxidante a probelor de vitamina C a condus la viteze
medii de reactie (calculate pe portiunea cvasiliniara a curbei, ca derivata de ordinul
intai a dependentei liniare a concentratiei, exprimata in mM, de timpul de reactie:
c (mM) = f (t, s)) intre 2,5 si 3,6 uM/s. Astfel, in cazul solutiei concentrate de 0,1
mM, viteza medie a fost de 3,6 uM/s iar pentru solutia de concentratie 0,01 mM
aceasta a fost 2,5 pM/s (figura 3.9.).

Variatia in timp a concentratiei (mM) de DPPH in prezenta Vitaminei C
cl(mM) =0.0293-0.0036*x
c2 (mM) =0.0478-0.0025*x

c (mM)

0.00 g =] B 8
\0\ cl(mM)
-0.02
c2 (mM
-50 0 50 100 150 200 250 300 350 \D\ ( )
timp (s)

Figura 3.9.- Dependenta concentratiei de DPPH (mM) de timpul de reactie
(in reactia cu vitamina C)

BUPT



3.2. — Parte experimentala 99

Rezultatele privind activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice
obtinute sunt prezentate in figurile 3.34.-3.55. (vezi 3.3.1.2.- Rezultate si discutii).

3.2.1.6. Determinarea continutului de elemente minerale din
materiile prime si din extracte prin spectrometrie de
absorbtie atomica

e Principiul metodei

Metoda se bazeaza pe masurarea, prin spectrometrie de absorbtie atomica a
concentratiei elementelor minerale din extractul acid obtinut din cenusa esantionului
de produs vegetal. Procesul analitic cuprinde doud etape: mineralizarea, pe cale
uscata si dozarea, prin spectrometrie de absorbtie atomicd, respectiv prin
spectrometrie de emisie in flacara (in cazul elementelor Na si K) [217,218].

e Mod de lucru
> Mineralizarea uscata

Substanta organica din materialul vegetal sau din extract este oxidata de
catre oxigenul din aer intr-un cuptor de calcinare, incalzit progresiv pana la
temperatura de 500°C, unde se mentine timp de 6-8 ore. Metoda folositad a fost cea
descrisa in STAS 5954/1-86, adaptata la conditiile specifice analizelor produselor
vegetale.

In capsule de portelan, in prealabil bine curatate si aduse la masa
constantd, prin uscare la 105°C, s-au cantarit aproximativ 1,000 g materie prima,
respectiv 0,200g extract carotenoidic. Capsulele cu proba se introduc in etuva la
50-60 °C unde se mentin cca 8 ore. Se ridica apoi temperatura la 105 °C si se
mentine timp de 5-6 ore. Dupa expirarea acestui interval de timp, se scot capsulele
cu probe din etuva si se introduc intr-un cuptor de calcinare termoreglabil, la rece.
Se ridica progresiv temperatura la 200-250 °C si se mentine pana la carbonizare
completa. Se ridica apoi temperatura cuptorului pana la 500 °C si se calcineaza timp
de 6-8 ore pana se obtine o cenusa de culoare alba. Probele a caror cenusa mai
prezentau puncte negre, reprezentdnd urme de substanta organica, s-au tratat cu
1 ml de acid azotic concentrat, s-au uscat pe baie de nisip, dupa care s-au calcinat
la 500 °C inca 2 ore. Dupa racire, cenusa se trateaza cu 0,5 ml apa bidistilata si 1
ml acid clorhidric 6N si se evapord la sec, pe baie de nisip; operatia se repeta de
doua ori. In continuare, reziduul se dizolva in portiuni mici de cate 5 ml HCI 0,5 N,
trecéndy—se cantitativ intr-un balon cotat de 50 ml, care se aduce la semn cu HCI
0,5 N. In final, continutul balonului se filtreaza intr-un vas perfect uscat, printr-o
hartie de filtru neumectata si fara urme de metale grele. In paralel se prepara si o
proba martor, pentru verificare.

» Determinarea elementelor minerale prin spectrometrie de absorbtie
atomica
Elementele minerale se dozeaza din solutia hidrocloricd obtinutd la
mineralizare prin pulverizare in flacara de aer-acetilend si mdsurarea absorbantei,
respectiv a emisiei, la lungimea de unda caracteristica fiecarui element analizat.
Pentru calibrarea aparatului se prepara seturi de etaloane, de diferite concentratii, in
solutie de HCI 0,5 N. A fost utilizat un spectrometru monofascicul de absorbtie
atomica Varian tip Spectra AA 110 (Mulgrave, Australia), controlat prin PC.
- Componenta optica a aparatului cuprinde, in principal urmatoarele:
- Domeniile lungimilor de unda: 185-900 nm;
- Monocromator Czerni Turner 0,25m;
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- Fanta cu selectie automata,cu setaride: 0,2 nm; 0,5 nm si 1 nm;
- Retea de difractie holografica cu 1200 linii/mm.
- Componentele hard ale aparatului:
- Corector de fond de deuteriu de fnalta intensitate in domeniul:
125-425 nm;
- Sisteme de atomizare-pulverizare de tip Universal Mark 7;
- Lampi cu catod cavitar (HCL), pentru fiecare element analixat.

Caracteristica de performanta a aparatului este: pentru o absorbantda mai
mare de 0,75, precizia este mai mica de 0,5 % RDS, pentru solutia cu un continut in
cupru de 5 mg/Il.

- Soft, in versiunea 2.10 - Windows 1998 .

Aparatul masoara absorbanta sau emisia in flacara prin PROMT (Precision
Optimised Measurement Time), integrare, integrare repetata, indltimea picului, sau
suprafatda. Variabila de intarziere la precitire este de 0-999 secunde. Aparatul
efectueaza peste 20 de replici de citire, intre 0,1 si 30 de secunde, dupa care
afiseaza valoarea medie a replicilor; dupa cinci replici consecutive apropiate aparatul
permite sistarea celorlalte replici, scurtand astfel timpul de lucru.

Pentru fiecare proba s-au determinat urmatoarele elemente minerale: Na, K,
Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Pb, Co, Cr, Ni.

Continutul final al elementului mineral determinat se calculeaza cu ajutorul
relatiei:

C (mg/kg sau ppm) =a x f/m
unde: f — factor de dilutie,
a - continutul elementului citit de aparat in mg/I
m - masa de proba luata in lucru.

Prepararea solutiilor de calibrare. Inaintea fiecirei serii de determinéri
au fost preparate din solutia etalon concentrata a elementului determinat cate 5
seturi de solutii de calibrare care sa acopere intervalul de concentratie ce urmeza a
fi determinat. Solutiile de calibrare au fost preparate o data cu efectuarea
determinarilor spectrofotometrice.

Masuratorile propriu-zise. Cu exceptia fazei de aspirare a probelor in
flacara, efectuata manual, restul operatiilor au fust comandate prin PC. Conditiile
concrete de lucru sunt prezentate sintetic in tabelul A.3.1, si in figurile A.3.1.-
A.3.12. (Anexa 3.).

Rezultatele obtinute, privind continutul de elemente minerale din materiile
prime si din extractele carotenoidice, sunt prezentate in figurile 3.56.- 3.69. (vezi
3.3.1.3.- Rezultate si discutii), respectiv tabelele 3.29.-3.35.

e Analiza componentelor principale (PCA) pentru elementele
minerale din materiile prime si din extracte

Analiza componentelor principale (PCA - Principal Component Analysis)
formeaza baza pentru analiza multivariata a datelor [219-223]. PCA presupune o
aproximare a tabelului de date, matricea de date X, printr-un produs de doua
matrici de dimensiuni mai reduse, T si P, ce retin doar informatia utild din X.
Reprezentarea grafica a coloanelor lui T da o imagine privind “formele obiectului”
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pentru X si, in mod analog, reprezentarea liniilor matricii P conduce la “formele
variabilelor”.

Aceasta metoda de analiza lucreaza in modul urmator:

e se cauta o directie Tn spatiul proprietatilor dupa care datele au varianta
maxima; directia respectiva se numeste prima componenta principalda (PC1) si
fiecare forma se proiecteaza pe aceasta directie, rezultdand astfel o reprezentare
monodimensionald a datelor (figura 3.10.).

e se poate cauta si o a doua componenta principala (PC2), a carei directie
este perpendiculara pe prima si respecta conditia de variantd maxima.

PCa

var 2

Figura 3.10. - Matricea X(N,K) a datelor, cu N puncte in spatiul K-dimensional. In
figurd se prezinta un spatiu tridimensional si prima componenta principalad (PC1). “Scorul” unui
obiect, (t;), este proiectia sa ortogonala pe aceasta directie, iar coeficientii directionali ai liniei
formeaza vectorul “loading”, p«.

Fundamentul matematic al analizei PCA porneste de la centrarea coloanelor
matricii X fata de medii [219,221]:

1N
Xeent ij = Xy — Xj0 X :FZ Xjj

Gasirea noilor axe PC reprezinta, de fapt, rotirea axelor sistemului de
coordonate original, astfel ca:

unde:
X(N,K) - matricea variabilelor independente;
P(K,K) - matricea de rotatie (cosinusurile directoare de rotatie).

Determinarea matricii de rotatie P se poate face prin mai multe metode:
manipularea relatiei matriciale de mai sus pentru a obtine o problema de vectori
proprii - valori proprii, metode iterative (NIPALS), descompunere in valori singulare

(SDV).

Matricea T va contine coloanele t; cu variantd din ce in ce mai mica, la
deplasarea 1 — K, astfel incat continutul de informatie se va modifica in acelasi
mod. Se poate scrie:
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Matricea P contine coloane ortogonale (din principiul metodei), astfel ca
inversa si transpusa acesteia sunt identice. Prin calcule simple, relatia matriciala de
mai sus devine:

cu X continand atat informatie utild, cat si zgomot. Din considerentele prezentate
mai sus rezulta ca se poate stabili un numar de componente principale, A, ce poseda
informatia utila, restul fiind doar zgomot ce se acumuleaza in asa-numita matrice a
erorilor, E. Ecuatia de mai sus devine:

X (N,K)="T(N,A)P (A, K)+E(N,K)="X(N,K)+ E(N,K)

unde matricea *T reprezintda matricea inregistrarilor (scores), iar *PT este matricea
incarcarilor (loadings). Tinand cont de centrarea valorilor x;; in jurul valorilor medii,
relatia devine:

X(N,K)=1(N,1)-x (1,K)+ T(N,A) " P"(A,K)+ E(N,K)

unde 1 este un vector cu elemente 1, iar x este vectorul avidnd ca elemente
valorile medii.

Exista mai multe metode de stabilire a numarului de componente principale,
A, cele mai utilizate fiind procedeele care folosesc valorile proprii ale componentelor
principale (descompunere in valori singulare), metodele de reprezentare grafica a
variantelor functie de numarul de componente principale sau procedeele de validare
incrucisata.

Reprezentarea vectorilor t unul fata de altul (¢, = f(tg)) poate da informatii
referitoare la similaritati si posibila grupare a obiectelor studiate. In acelasi mod,
reprezentarea vectorilor pr = f(ps) scoate in evidentda similaritatile dintre
proprietatile studiate, dar si importanta relativa a anumitor variabile (proprietati) in
construirea modelului.

Analiza multivariata in general si analiza componentelor principale (PCA) in
special sunt instrumente de analizd statistica foarte puternice, care permit
extragerea informatiilor utile din captitéti mari de date, care pot fi doar marimi mai
mult sau mai putin independente. In domeniul alimentar, analiza multivariata este
foarte mult utilizatéd in special in analiza senzoriala (unde nu existd variabile
dependente bine definite) [220-222], dar si in clasificarea si evidentierea importan-
tei unor caracteristici in cazul falsificarii unor alimente, a stabilirii zonelor de
provenienta sau gasirea similaritatilor intre diferite sorturi alimentare [224, 225,
227-231].

In aceasta parte a studiului privind concentratia elementelor minerale in
materia primd si extractele carotenoidice obtinute s-a realizat o analiza a
componentelor principale (PCA) in scopul stabilirii grupelor de probe similare si a
variabilelor cu importanta semnificativa in discriminarea cazurilor studiate.

Analiza PCA pentru elementele minerale din materiile prime si extractele
carotenoidice obtinute din acestea s-a realizat in urmatoarele conditii:
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numar total de variabile pentru toate probele de materii prime si extracte
carotenoidice: 28 (figura 3.70. - Rezultate si discutii);

numar total de cazuri pentru toate probele de materii prime si extracte
carotenoidice: 12 (toate elementele minerale determinate in fiecare proba)
- figura 3,71. - Rezultate si discutii;

numar total de variabile pentru florile de galbenele, albedo-portocale,
flavedo-portocale, miez de piersica, pericarp de piersicd, catind, rostopasca
si extractele carotenoidice din aceste materiale vegetale: 15 (figura 3 73.-
Rezultate si discutii);

numar total de cazuri pentru florile de galbenele, albedo-portocale, flavedo-
portocale, miez de piersica, pericarp de piersica, catina, rostopasca si
extractele carotenoidice din aceste materiale vegetale: 12 (toate elementele
minerale determinate in fiecare proba) -figura 3.74.- Rezultate si discutii;
numar total de variabile pentru probele de diferite tipuri de hibrizi de
porumb: 13 (toate tipurile de faina de porumb din diferiti hibrizi, extractele
carotenoidice saponificate obtinute din acestea si un extract nesaponificat) -
figura 3.76.- Rezultate si discutii;

numar total de cazuri pentru probele de diferite tipuri de hibrizi de porumb:
12 (toate elementele minerale determinate in fiecare proba) - figura 3.77.-
Rezultate si discutii;
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3.2.1.7. Determinarea actiunii antimicrobiene a unor extracte
carotenoidice din porumb, catina si rostopasca

e Modul de lucru general

A fost evaluata activitatea antimicrobiand a extractelor carotenoidice din
porumb (Zea mays), hibrizii NSSK444 si NSSK640, catina alba (Hippophae
rhamnoides), soiurile Delta 1 si Ciumasi, precum si din frunze si flori de rostopasca
(Chelidonium majus), la doua concentratii diferite ale acestora in eter de petrol:
0,2 g/ml, respective 0,02 g/ml.

Extractele luate in studiu au fost testate individual pentru activitatea
antimicrobiand, prin metoda discurilor, conform Normelor Standard pentru Testarea
Sensibilitatii Antimicrobiene a Discurilor Impregnate [232]. In acest sens s-au ales o
serie de bacterii Gram pozitiv (Staphylococcus aureus - ATCC 29213, Bacillus cereus
- ATCC 11778) si Gram negativ (Pseudomonas aeruginosa — ATCC 27853; Escheri-
chia coli — ATCC 25822) si o specie de ciuperca microscopica (Candida albicans -
ATCC 10239).

Din fiecare specie bacteriand s-au preparat culturi proaspete de 24 de ore,
prin insadmantate in bulion nutritiv si incubare timp de 24 de ore la 37°C Ciuperca
microscopica a fost insdmantata pe mediul Sabouraud cu adaos de antibiotic si au
fost incubate de 25°C.

In paralel cu testarea efectului antimicrobian al extractelor s-a efectuat si
sensibilitatea la antibiotice a tulpinilor bacteriene folosind ciprofloxacina.

Din fiecare culturd microbiana s-au facut dilutii in ser fiziologic steril pentru
obtinerea unei densitati bacteriene de 108 unitati formatoare de colonii la un
mililitru. (u.f.c./ml)

Pentru testarea efectului antimicrobian, mediul de cultura folosit (geloza
nutritiva) s-a turnat in placi Petri sterile. Dupa solidificarea mediului, pe suprafata
acestuia s-a insamantat prin inundare cate 1 ml din fiecare cultura bacteriana
pregatita. Dupa dispersia uniforma a acesteia excesul s-a indepartat. Placile astfel
insdmantate s-au mentinut la termostat la 37°C pentru zvantare.

In paralel au fost pregatite rondelele de hértie de filtru, care au avut
diametrul de 6 mm. Din fiecare extract a fost depus pe fiecare rondea cate 50 pl,
pentru fiecare tip de cultura bacteriana .

Rondelele au fost depuse in mod steril pe suprafata mediului de culturg,
inscriindu-se pe fiecare placa denumirea culturii si a extractelor corespunzatoare
rondelelor si mentinute timp de doua ore la 5°C, dupa care au fost incubate la 37°C
timp de 24 de ore.

Acelasi lucru s-a realizat si pentru testarea extractelor asupra ciupercii
microscopice, doar ca, in placile Petri s-a turnat mediul Sabouraud cu adaos de
antibiotice.

In final s-a masurat diametrul zonelor de inhibitie (mm), incluzandu-se si
diametrul discului [233].

Rezultatele obtinute in urma acestor teste microbiologice sunt prezentate la
3.3.1.4. (Rezultate si discutii).
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3.2.2. Studiul posibilitatilor de aplicare a unor extracte caro-
tenoidice

3.2.2.1. Obtinerea unor unguente terapeutice pe baza de
extracte carotenoidice

e Introducere

Unguentele sunt preparate farmaceutice de consistenta semisolida (moale),
obtinute prin incorporarea substantelor active in excipienti (care formeazd baza
unguentului)si destinate a fi aplicate pe piele sau pe mucoase [234]. Din punct de
vedere fizico-chimic, unguentele sunt definite ca fiind geluri plastice pentru aplicatie
cutanata [235]. Natura gelica a unguentelor este necesara pentru a-si mentine o
forma constanta la ambalare, depozitare si la locul aplicarii; in acelasi timp,
unguentele trebuie sa fie plastice pentru ca sa-si poata schimba forma la exercitarea
unor actiuni mecanice slabe: apasare, forfecare, ungere etc; in acest fel se etaleaza
corespunzator pe suprafetele tegumentelor pe care sunt aplicate.

Baza de unguent este o componenta principala a acestuia, constituita din
una sau mai multe substante ce prezintda o consistenta moale si o vascozitate destul
de mare, pentru ca sa se poata intinde pe epiderm si sa adere pe el, sa se inmoaie
la temperatura corpului, fara sa curga. Alegerea bazei de unguent se face in functie
de proprietatile substantelor active care urmeaza a fi incorporate, de locul unde
unguentul trebuie sa-si manifeste actiunea si in functie de scopul terapeutic urmarit.
Bazele de unguent fac parte din corpurile plastice, usor deformabile, care au o limita
de curgere, fiind constituite dintr-un schelet solid lax in interiorul caruia lichidul este
retinut prin sorbtie [235].

In functie de afinitatea lor fata de apa, bazele de unguent se calasifica astfel [235]:

1. Baze liposolubile sau hidrofobe, care, de obicei sunt alcatuite din grasimi
animale, vegetale, hidrocarburi sau amestecul acestora si care pot contine sau nu
emulgatori. In cantitati mici ele pot incorpora apa, prin actiune mecanica, formand
pseudoemulsii.

2. Baze hidrosolubile sau hidrofile care sunt miscibile cu apa, sau formeaza
cu apa hidrogeluri coloidale. Astfel de baze sunt: polimeri ai oxidului de etilen3,
coloizi hidrofili de natura organica si de naturd anorganica.

In compozitia unguentelor se folosesc o serie de agenti conservanti, care
sunt substante biocide (ce omoara microorganismele si sporii acestora) sau
biostatice (care inhiba dezvoltarea microorganismelor). Prezenta microorganismelor
poate duce la alterarea structurii chimice a substantelor active cu inactivarea rapida
a acestora, poate modifica caracteristicile organoleptice (aspect, gust, miros) sau
fizice (consistenta, omogenitatea) facand astfel unguentul de neutilizat [236].

Alegerea conservantilor se va face in functie de tipul unguentului fiind
recomandati in special derivatii acidului p-hidroxibenzoic: p-hidroxibenzoatul de
metil (nipagin M), p-hidroxibenzoatul de etil (nipagin A), p-hidroxibenzoatul de
propil (nipagin P) etc [234], care se folosesc in concentratii relativ scazute.

La prepararea unguentelor se deosebesc doua faze de lucru [234]:

- pregatirea bazei de unguent;
- dispersarea sau incorporarea substantelor active si ajutatoare.
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e Unguent terapeutic pe baza de extract carotenoidic din boabe de
porumb (Zea mays)

» Procedeu de obtinere a unguentului

Pentru obtinerea unguentului s-a utilizat extractul carotenoidic din hibridul
de porumb NSSK444, obtinut conform matodologiei de lucru prezentata la 3.2.1.1.,
care a fost inglobat intr-o baza de unguent formata dintr-un amestec de vaseling si
lanolind (90:10), potrivitd pentru extractul carotenoidic liposolubil. La 100g baza de
unguent s-a adaugat 0,015 g p-hidroxibenzoat de metil (nipagin M - Merck), pentru
conservare si 1,00g extract carotenoidic (liber de solvent), amestecandu-se bine.
Unguentul astfel preparat a fost introdus in cutii de plastic cu capac si a fost pastrat
la rece in frigider.

Obtinerea acestui unguent face obiectul unei cereri de brevet inregistrata la
OSIM [237].

> Testarea clinica ,in vivo” a unguentului
Testarea clinica in vivo a unguentului cu extract carotenoidic din porumb s-a
efectuat la Spitalul Clinic Municipal, Clinica de Dermato-Venerologie- serviciul
ambulator, Timisoara, in perioada 15.06.2003-30.03.2004, cu respectarea
principiilor de etica profesionald, pe subiecti umani voluntari (52 barbati si 74 femei,
cu varste cuprinse intre 18 si 83 ani), cu urmatoarele afectiuni dermatologice:

- ulcer de gamba: 38 cazuri; - impetigo: 4 cazuri;

- leziuni postelectrocauterizare: 43 cazuri; - psoriazis: 12 cazuri;

- epiteliom bazocelular: 7 cazuri; - eczeme cronice: 8 cazuri;
- lupus eritamatos: 3 cazuri; - fotodermatoze: 6 cazuri.

- intertrigo mixt: 5 cazuri;
Subiectii umani au fost folositi in activitatea de cercetare in conditiile in care:
- au fost respectate drepturile individuale si a fost garantata protectia
impotriva eventualelor efecte negative;
- au fost corect informati asupra naturii experimentului;
- consimt liber si in deplina cunostinta pentru a servi ca subiecti in activitatea
de cercetare.
Prin specialistii in domeniu (medici umani) s-au dezvoltat si aplicat procedee
proprii care s-au bazat pe respectarea criteriilor prezentate mai sus.
Unguentul a fost aplicat pe leziuni de doua ori pe zi (dimineata si seara).
Rezultatele obtinute la testarea clinica a unguentului sunt prezentate la
3.3.2.1. (vezi Rezultate si discutii).
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e Unguent terapeutic pe baza de extract carotenoidic din fructe de
catina alba (Hippophae rhamnoides)

» Procedeu de obtinere a unguentului
Rentru obtinerea acestui unguent s-a utilizat extractul carotenoidic din faina
de fructe de catind alba, soiul Delta 1, folosindu-se aceeasi baza de unguent si
aceleasi cantitati ca si la obtinerea unguentului pe baza de extract carotenoidic din
porumb.
Mentionam faptul ca si obtinerea acestui unguent face obiectul unei cereri de
brevet inregistrata la OSIM [238].

> Testarea clinica ,in vivo” a unguentului

Testarea clinica in vivo a unguentului cu extract carotenoidic din porumb s-a
efectuat la Spitalul Clinic Municipal, Clinica de Dermato-Venerologie- serviciul
ambulator, Timisoara, in perioada: 01.04.2004-30.11.2004, pe un lot de 160 de
subiecti umani (90 barbati si 68 femei) cu varste cuprinse intre 18-70 ani,
respectandu-se principiile de etica profesionald prezentate anterior.

A fost urmarita eficienta unguentului cu extract carotenoidic din faina de
fructe de catina alba , comparativ cu tratamentele uzuale, in urmatoarele afectiuni:

- ulcere de gamba atone: 48 cazuri; - impetigo: 12 cazuri;
- plagi postelectrocauterizare: 52 cazuri; - fotodermatoze: 16 cazuri;
- lupus eritematos cronic localizat: 4 cazuri; - psoriazis: 10 cazuri;
- epiteliom bazocelular: 3 cazuri; - eczeme cronice: 22 cazuri.

- intertrigo mixt: 3 cazuri;
Unguentul a fost aplicat pe leziuni de doua ori pe zi (dimineata si seara).
Rezultatele obtinute la testarea clinica a unguentului sunt prezentate la
3.3.2.1. (vezi Rezultate si discutii).

e Analiza comportamentului reologic al unguentelor obtinute

> Generalitati

Majoritatea materialelor farmaceutice sunt unguente, creme, paste si geluri,
care sunt semisolide. Produsele semisolide sunt materialele cel mai greu de
caracterizat din punct de vedere reologic, deoarece ele combina atat proprietatile
solidelor cét si ale lichidelor in acelasi material [239,240].

Proprietatile reologice caracteristice ale unguentelor deriva din structura lor
gelica. Daca intr-un sistem dispers eterogen, solid/lichid, faza solida ajunge la o
asemenea concentratie incat particulele solide se ating unele de altele, prinzandu-se
intr-o retea, datorita unor legaturi secundare, atunci se formeaza sisteme plastice.
Cand asupra unor astfel de sisteme incep sa actioneze forte mecanice slabe,
punctele sau suprafetele de contact incep sa se departeze unele de altele, in functie
de marimea si viteza fortei mecanice [241].

Un fluid se numeste tixotrop cand, la aplicarea unei forte de forfecare
constante, are loc o scddere in timp a viscozitdtii aparente, reversibila. Fenomenul
invers, de crestere izotermica, reversibila a viscozitatii aparente prin prelucrare
mecanica - este denumit reopexie [239,240]. Cel mai bun tip de comportament
reologic pentru produsele farmaceutice si cosmetice este curgerea tixotropa.
Fenomenele de tixotropie sunt datorate microstructurii probei si pot fi explicate ca o
consecinta a aglomerarii particulelor. Astfel, particulele interactioneaza ca rezultat al
fortelor de atractie van der Waals, pe de o parte, iar pe de altd parte, ca urmare a
repulsiei electrostatice si a repulsiei sterice. Stabilitatea sistemului depinde de
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existenta unei bariere de energie potentiald care previme atingerea particulelor,
adica lipirea lor [241].

Daca sistemul este in repaus, prin aglomerare particulele pot forma o retea
spatiala si suspensia dezvolta astfel o structurad interna. Bineinteles, reteaua trebuie
sa fie suficient de puternica pentru a nu fi distrusa de catre miscarea termica. Atunci
cand suspensia este forfecata, legaturile fizice slabe sunt rupte, iar reteaua se
desface in agregate individuale ce se pot dezintegra in continuare in fragmente
marunte numite unitati de curgere. In consecinta, viscozitatea probei scade la
cresterea vitezei de forfecare, fenomen numit pseudoplasticitate. Pe de alta parte,
miscarea termica determind ciocnirea unitatilor de curgere si in consecinta,
cresterea numarului de agregate. Dupa un anumit timp, la o viteza de forfecare y
data, se stabileste un echilibru dinamic intre distrugerea si refacerea agregatelor, iar
la y mari, echilibrul este schimbat in directia unei dispersari mai intense [241].

» Conditiile de investigare

Testele reologice au fost realizate in cadrul Laboratorului de Reologie al
Centrului National pentru Ingineria Sistemelor cu Fluide Complexe al Universitatii
Politehnica din Timisoara, utilizdnd un reometru MCR-300 (GmbH, Germania). Celula
de investigare folositda a fost cea cu placi paralele, cu diametrul de 20 mm si
interstitiul fixat la 1mm. Au fost determinate: curbele de viscozitate (n- y), curbele
.Creep” (y-t), testele ,Amlpitude Sweep”, testele ,Frecvency Sweep”, curbele
viscozitate dinamica- temperatura (n-t).

Investigatiile au fost realizate in urmatoarele conditii:

- Curbele de viscozitate (n- y) au fost obtinute pentru temperatura t = 20°C
si y = [0,01+ 500]s™!. Aceste masuratori de viscozitate au fost realizate cu
testul ,Loop” (dus- intors) crescand monoton viteza de forfecare pana la
valoarea maxima, revenind apoi monoton la valoarea initiala. Atunci cand
revenirea are loc cu aceeasi valoare a viscozitatii, constanta la variatia
vitezei de forfecare, spunem ca proba se comporta newtonian, iar daca
viscozitatea variaza cu viteza de forfecare, iar valorile viscozitatii dinamice
difera la intoarcere in testul ,Loop” (apare o bucla de histerezis), proba
prezinta pseudoplasticitate si tixotropie [240,241,242,243]. Pentru
caracterizarea unei astfel de probe este necesara efectuarea unor teste
suplimentare fata de o proba cu comportare newtoniana.

- Curbele ,Creep” (y-t) s-au efectuat la t = 20°C, aplicand succesiv o tensiune
de forfecare T = 15 Pa, apoi 0 Pa, urmata de 20 Pa si din nou 0 Pa, urmarind
evolutia in timp a deformatiei y. Atunci cand la indepartarea tensiunii de
forfecare deformatia se recupereaza total, proba se comporta ca un solid
elastic ideal, dacd nu se recupereaza nimic comportarea este complexa,
vascoelastica [241, 242].

- Testele ,Amlpitude Sweep” au fost efectuate pe intervalul deformatiilor
cuprinse intre [0,01- 1]%, la o temperaturd t = 20°C si o frecventd de
oscilatie w = 10 s,

- Pentru testele ,Frecvency Sweep” s-a fixat valoarea deformatiei la cea
critica, obtinuta din testul ,Amlpitude Sweep”, iar fecventa de oscilatie a fost
variata logaritmic in intervalul [0,01- 100] s™1.

- Curbele viscozitate dinamica- temperatura (n-t) au fost masurate la
temperaturi cuprinse in intervalul [20- 60] °C, cu o vitezd de forfecare
y =1s1,

- Toate testele au fost efectuate in conditii normale de presiune.
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Datele n-t au fost fitate utilizand ptogramul Origin 6.0 (metoda celor mai
mici patrate) cu formula:

N=nNe+cy”,

in care: N, C Si N reprezinta parametrii de fit; constanta n. are semnificatia
viscozitatii la viteze de forfecare infinit de mari, iar constantele ¢ si n nu au
semnificatie fizica.

Figura 3.87. (vezi 3.3.2.1. Rezultate si discutii) prezintda fitarea datelor
experimentale cu formula de mai sus, iar valorile obtinute pentru parametrii de fit
Ne, € Si N sunt cele din tabelul 3.38. ( vezi 3.3.2.1. Rezultate si discutii).

Rezultatele tuturor testelor reologice efectuate asupra celor doua unguente
sunt prezentate in figurile 3.86., 3.88.-3.93. (vezi 3.3.2.1. Rezultate si discutii).

3.2.2.2. Utilizarea unor furaje bogate in pigmenti caroteno-
idici in hrana gainilor (Gallus gallus domesticus)

e Introducere

Pasarile, ca si toate celelalte animale, nu au capacitatea de a sintetiza
carotenoide de novo. Ele sunt capabile insa, sa transforme si sa depoziteze
carotenoidele ingerate. Acestea determina colorarea unor tesuturi sau organe in
care sunt depozitate, asa cum sunt: pielea, grasimea corpului si a picioarelor, ciocul,
penele, galbenusul oualor [59].

Atunci cand hrana gainilor este saraca in carotenoide sau in perioadele cand
absorbtia si depozitarea carotenoidelor este deficitara (in verile caniculare si in
iernile geroase, cand aceasta scadere ajunge pana la 33%, odata cu micsorarea
accentuata a productiei de oua [1]), se impune addugarea unor surse naturale
bogate in carotenoide, pentru a asigura o buna productie de ouda cu o valoare
biologica mai ridicata si o pigmentatie mai intensa a galbenusului. Faina de fructe de
catina alba (Hippophae rhamnoides) este o sursa bogata de pigmenti carotenoidici,
dar si de vitamine, acizi grasi superiori, glicozide, alcaloizi, uleiuri eterice [244]

Ne-am propus sa urmarim gradul de acumulare al carotenoidelor in
galbenusul oudlor de gdina, precum si productia de oud, in functie de furajarea cu
sau fara adaus de faina de fructe de catina alba in hrana acestora.

e Loturile experimentale si furajarea lor

Cercetarile s-au efectuat pe trei loturi , a cate 20 de gaini, rasa Italiana, in
varsta de 27 saptamani, crescute in conditii strict experimentale de la varsta de pui
de o zi, la o ferma avicola particulara din Dumbravita, judetul Timis. Toate loturile
de gadini au primit acelasi furaj concentrat de baza. Lotul 1 a servit drept martor, iar
la celelalte doud loturi s-a adaugat faina din fructe coapte de catina alba, in
proportie de 2,5%, respectiv 4%. Experienta a fost precedatd de o perioada
preexperimentald de doua saptamani. In tabelul 3.7. este prezentatda componenta
hranei administrate gainilor pe perioada experientei.
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Tabelul 3.7.
Componenta furajului administrat gainilor in timpul experimentului (%)

. - . Lotul de gaini

Denumirea componentei din furaj I I oI
Fdind de porumb 69,00 66,50 65,00
Srot de floarea soarelui 13,00 13,00 13,00
Srot de soia 6,00 6,00 6,00
Premix vitamino-mineral 11,70 11,70 11,70
Sare de bucdtdrie 0,30 0,30 0,30
Faina din fructe de catind alba - 2,50 4,00
Total 100,00 100,00 100,00

Loturile de gaini au fost tinute in padocuri inchise, asigurdndu-se conditii

optime de hranad, apa, microcimat si igiena.

Analiza pigmentilor carotenoidici din galbenusurile oudlor s-a facut din 5in 5

zile de la inceperea experientei, timp de 40 de zile de furajare diferentiatd si a
continuat inca 15 zile dupa incetarea hranirii gdinilor cu furaj diferentiat, pentru a se
stabili timpul in care pigmentii ingerati se elimina din organism.

e Determinarea carotenoidelor din furaje si oua

» Extractia
Pentru extractia pigmentilor carotenoidici din furaj, faina de catina alba si

galbenus de ou s-au folosit metode adecvate, astfel:

extractia din furaj: la 50,00g furaj macinat s-au adaugat 75 ml solutie
etanolica de KOH 8% si s-a lasat la temperatura camerei, la intuneric, timp
de 16 ore, in vederea saponificarii. Dupa aceea s-au extras carotenoidele cu
100 ml eter de pertol si apoi cu inca 200 ml amestec eter de petrol: benzen
(5:1). Extractele au fost apoi spalate cu o solutie saturata de NaCl si apoi cu
apa distilata, pana la indepartarea completa a sapunurilor si alcaliilor. Dupa
deshidratare peste Na,SO4 anhidru, s-a indepartat solventul sub vid, la 35
°C, intr-un evaporator rotativ. Carotenoidele au fost apoi redizolvate in eter
de petrol in vederea cromatografierii si spectrofotometrarii.

Extractia din fdina de fructe de catind alba: o cantitate de 5,00g faina de
fructe de catina alba (soiul Serpeni 11) a fost supusa extractiei repetate cu
un amestec eter de petrol: etanol 96% (8:1), la temperatura camerei, intr-
un balon de 500 ml cu fund plat si dop rodat, pana la epuizarea materialului
vegetal. Apoi, extractele reunite au fost concentrate sub vid, la 35 °C, pan3
la un volum mai mic, dupa care s-au adaugat 25 ml solutie etanolica de KOH
18% si s-a lasat 16 ore la temperatura camerei si la intuneric, sub
atmosfera de azot in vederea saponificarii. Dupa saponificare, carotenoidele
au fost reextrase cu eter de petrol si apoi spadlate de mai multe ori cu o
solutie saturata de NaCl si in final cu apa distilatd, intr-o palnie de separare
de 500 ml. Extractul eteric a fost uscat peste Na,SOs4 anhidru si apoi
concentrat sub vid, la 35 °C, pand la indep&rtarea solventului.

Extractia din gdlbenusul de ou: din fiecare lot s-au luat 8 oua, s-au separat
galbenusurile, s-au amestacat bine si apoi s-au cantarit 20,00 g care s-au
introdus ) intr-un pahar Berzelius de 500 ml si s-au tratat cu 75 ml acetona
(p.a., Chimopar, Bucuresti) agitandu-se bine cu o baghetd de sticla. S-au
adaugat portiuni de 100 ml dintr-un amestec de solventi format din 850 ml
eter de petrol si 50 ml etanol 96% (agitdndu-se bine dupa fiecare adaus si
filtrdnd extractul obtinut) pana la decolorarea materialului (solventul de
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extractie nu se mai coloreaza) [103]. Extractele reunite au fost in continuare
supuse concentrarii sub vid si apoi saponificarii, ca si in cazul fainii de catina.

» Separarea.

Extractele obtinute au fost trecute preintr-o coloana cromatografica umpluta
cu amestec de oxid de magneziu si nisip fin (in raport de 1:2), pentru fiecare tip de
extract obtinandu-se trei fractii, corespunzatoare eluentilor folositi (eter de petrol,
eter de petrol : eter etilic = 1:1, eter etilic). Aceste fractii au fost recromatografiate
pe strat subtire pentru separarea carotenoidelor majore prezente. Pentru separarea
a-carotenului, B-carotenului, e-carotenului, &-carotenului, y-carotenului si licope-
nului s-au folosit placi de MgO activat (Merck) si un amestec de solventi de
developare format din eter de petrol: benzen (Chimopar, Bucuresti) (50: 50, v:v),
iar pentru separarea criptoxantinei, luteinei, zeaxantinei si violaxantinei s-au folosit
placi de silicagel activat (Merck), iar ca developant, un amestec de clorurd de
metilen (Merck): acetat de etil (Chimopar, Bucuresti) (80:20, v:v) [92]. Valorile R¢
obtinute au fost comparate cu cele din datele de literatura pentru aceleasi conditii
de lucru (tabelul 3.8). Benzile rezultate au fost gratate, carotenoidele au fost
desorbite cu solventi potriviti, iar solutiile obtinute au fost concentrate in vederea
spectrofotometrarii.

Tabelul 3.8.
Valorile Rr pentru carotenoide (distanta de migrare: 12-16 cm,
interval de migrare: 40-60 mm) [92]

Carotenoida Suportul Sistemul developant R¢

a-caroten 0,66
B-caroten 0,49
g-caroten MgO activat Eter de petrol: benzen 0,70
d-caroten (50:50, v/v) 0,20
y-caroten 0,11
licopen 0,01
criptoxantina 0,75
luteina Silicagel activat Clorura de metilen: acetat de etil 0,35
zeaxantind (80:20, v/v) 0,24

violaxantind 0,21

» Identificarea
Compusii carotenoidici izolati au fost identificati prin maximele lor de
absorbtie in domeniul vizibil, in diferiti solventi, iar Tn cazul violaxantinei
(carotenoida epoxidica) s-a efectuat si reactia de culoare cu HCl in eter etilic [245]
(cand aceasta produce o coloratie albastra).

» Dozarea.

Carotenoidele au fost dozate folosind metoda spectrofotometrica, utilizand
un spectrofotometru UV-VIS model Shimadzu 1240, Japonia. Calculul continutului
de pigmenti carotenoidici s-a facut cu urmatoarea relatie [1,5,79,103]:

AV .10°

1%
A

1om

Mg carotenoida/g material vegetal =

unde: A este absorbanta;
V - volumul extractului analizat (ml);
Aicm!” - coeficient specific de absorbtie al carotenoidei respective
(tabelul 3.9.);
m — masa probei (g).
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Tabelul 3.9.
Coeficientii specifici de absorbtie Aim'” ai diferitelor carotenoide [1,5,79]
Carotenoida Amax (nm) Solvent Aicn!™
a-Caroten 444 Eter de petrol 2800
B-Caroten 453 Eter de petrol 2592
e-Caroten 440 Eter de petrol 3120
o-Caroten 456 Eter de petrol 3290
y-Caroten 462 Eter de petrol 3100
a-Criptoxantina 446 Hexan 2636
B- Criptoxantina 452 Eter de petrol 2386
Luteind 445 Etanol 2550
Zeaxantind 450 Etanol 2540
Licopen 487 Benzen 3370
Violaxantina 454 Benzen 2240

Rezultatele obtinute privind continutul de carotenoide majore prezente in
furajul de baza si fdina de catina sunt cuprinse in tabelul 3.41. (Rezultate si
discutii). Variatia continutului de pigmenti carotenoidici din galbenusurile oudlor de-
a lungul desfasurarii eperimentului este prezentata in figurile 3.94.-3.103. (tabelul
A.4.1. - Anexa 4.), iar variatia coloratiei galbenusurilor, in tabelul 3.42. (Rezultate si
discutii).

3.3. REZULTATE SI DISCUTII
3.3.1. Caracterizarea extractelor carotenoidice

3.3.1.1. Determinarea continutului de B-caroten si carotenoide
totale din extracte prin RP-HPLC

Pe baza curbei de etalonare obtinuta pentru B-carotenul standard (vezi
Partea experimentald, figura 3.1.si metodologia 3.2.1.3.), s-au determinat concen-
tratiile de B-caroten si continutul total de pigmenti carotenoidici din probele
analizate. Priintr-o coloana C18 cu faza inversa se elueaza mai intai carotenoidele
cele mai polare (xantofilele dihidroxilice: Iuteina si zeaxantina, apoi cele monohidro-
xilice: a- si B-criptoxantina), carotenoidele hidrocarburice (y-, a-, B-carotenul, fito-
fluenul, fitoenul) fiind ultimele eluate din coloana [5,124,246,247]. De asemenea,
pe baza continutului total de carotenoide din extracte si a cantitatii de extract
carotenoidic final obtinut din fiecare materie prima (veti tabelele 3.1.-3.6, Partea
experimentald), s-a calculat si concentrtia procentuald a pigmentilor carotenoidici
din fiecare extract final obtinut.

e Continutul de B-caroten si carotenoide totale din extractele din
boabe de porumb (Zea mays)

In urma analizei RP-HPLC a extractelor carotenoidice obtinute din cele cinci
tipuri de hibrizi de porumb analizati (vezi 3.2.1.2.), s-au obtinut cromatogramele
prezentate in figurile 3.11.-3.15., respectiv cantitatile de carotenoide specificate in
tabelele 3.10.-3.15.
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Tabelul 3.10.
Concentratia de B-caroten si carotenoide totale din fdina de porumb NSSK444
Nr Timp de Aria Compus Continutul in
L retentie A% identificat materia prima
pic (min) (mAU) cu etalon (ng/g)
1 2,074 117,27 0,61 - 7,16
2 2,884 2144,18 11,13 - 130,70
3 3,359 3339,42 17,33 - 203,51
4 3,644 772,46 4,01 - 47,09
5 3,726 517,90 2,69 - 31,59
6 3,844 10996,41 57,08 B-Caroten 670,30
7 4,205 1381,29 7,17 - 84,20
Total carotenoide 1174,55
Concentratie carotenoide in extractul final: 82,30%

Din tabelul 3.10., respectiv din figura 3.11., se poate observa un continut
foarte ridicat de B-caroten in faina de porumb NSSK444 (670,30 ug/g). In acest tip
de hibrid, acesta este carotenoida cea mai abundenta (57,08% din totalul
carotenoidelor).
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Figura 3.11. - Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din boabe de porumb
hibridul NSSK444

in hibridul de porumb NSSK444 (grupa de maturitate conventionala FAO
400-500, semitardiv, de provenienta sarbeascd) se remarca un continut total de
carotenoide deosebit de ridicat (1174,55 ug/g). Concentratia procentuala de
pigmenti carotenoidici din extractul final obtinut este relativ ridicatd: 82,30%.
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Figura 3.12.-Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din boabe de porumb hibridul
NSSK640

Tabelul 3.11.
Carotenoidele identificate in extractul din boabe de porumb NSSK640 si
concentratia lor in materia prima

. . . Compus Continutul in

N_r. Timp de_retentle Aria A% identilf)icat matetria prima
pic (min) (mAU) cu etalon (na/9)

1 2,083 14,90 0,62 - 3,94
2 3,695 703,20 29,44 - 187,14
3 3,955 1670,80 69,94 B-caroten 444,60
Total carotenoide 635,68
Concentratie carotenoide in extractul final: 78,22%

in cazul hibridului NSSK640 (grupa de maturitate conventionala FAO peste
600, tardiv, de provenienta sarbeascd) se remarca de asemeni un continut ridicat de
B-caroten (444,60 pg/g) si de carotenoide totale (635,687 ug/g). B-carotenul este si
in acest tip de hibrid pigmentul majoritar (69,94%). Concentratia procentuala de
carotenoide in extractul final obtinut este relativ ridicata: 78,22%, ceva mai scazuta
decét in cazul extractului din porumb NSSK444.
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Figura 3.13.-Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din boabe de porumb hibridul
Lovrin 400

Tabelul 3.12.

Carotenoidele identificate in extractul din boabe de porumb Lovrin 400 si
concentratia lor in materia prima

. . . Compus Continutul in

N_r. Timp de_retentle Aria A% identi'f)icat matetria prima
pic (min) (mAU) cu etalon (ng/9)
1 2,047 17,60 3,47 - 10,84
2 3,644 182,50 36,03 - 112,83
3 3,777 119,10 23,51 - 73,43
4 3,841 187,30 36,98 B-caroten 115,50
Total carotenoide 312,30

Concentratie carotenoide in extractul final: 53,15%

Porumbul Lovrin 400 (grupa de maturitate FAO 500-600, semitardiv, de
provenienta romaneascad) se caracterizeaza printr-un continut ridicat de B-caroten
(115,5 pg/g), insa un continut mai mic de carotenoide totale decat hibrizii NSSK444
si NSSK640 (tabelul 3.12., figura 3.13.). In cazul acestui extract s-a obtinut o
concentratie procentualda de pigmenti carotenoidici mai scazuta: 53,15%.
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Figura 3.14.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din boabe de
porumb hibridul Laureat

Tabelul 3.13.
Carotenoidele identificate in extractul din boabe de porumb Laureat si
concentratia lor in materia prima

. . . Compus Continutul in

::c Timp z:l:‘il;‘e)tentle (:‘:3) A% identificat materia prima
cu etalon (pg/9)
1 3,357 32,70 1,64 - 14,43
2 3,623 684,90 34,38 - 302,46
3 3,761 427,80 21,48 - 188,97
4 3,913 846,60 42,50 B-caroten 373,90
Total carotenoide 879,76

Concentratie carotenoide in extractul final: 78,55%

La hibridul de porumb Laureat (grupa de maturitate FAO 340-360, semitim-
puriu, de provenienta romaneasca) se constata de asemeni un continut ridicat de
B-caroten (373,90 ug/g), ca si de carotenoide totale (879,76 ug/g) - tabelul 3.13.,
figura 3.14. Concentratia procentuald de carotenoide in extractul final obtinut este
de asemenea destul de ridicata: 78,55%.

Tabelul 3.14.
Carotenoidele identificate in extractul din boabe de porumb NSSK420 si concentratia
lor in materia prima

NF. Timp de Aria Compus Continutul in
pic retentie (mAU) A% identificat materia prima
(min) cu etalon (pg/g)
1 2,666 192,50 16,66 - 82,66
2 4,023 703,60 60,91 B-caroten 302,20
3 4,434 259,10 22,43 - 111,28
Total carotenoide 496,14
Concentratie carotenoide in extractul final: 70,31%
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Porumbul NSSK420 (grupa de maturitate conventionala FAO 400-500,
semitardiv, de provenienta sarbeascd) se remarca de asemeni printr-un continut
ridicat in B-caroten (302,20 ug/g) si carotenoide totale (879,76 ug/g). Concentratia
procentualda de carotenoide in extractul final obtinut estemai redusa: 70,31%
(tabelul 3.14.).

Tabelul 3.15.
Carotenoidele identificate in extractul din boabe de porumb Florencia si
concentratia lor in materia prima

. . . Compus Continutul in
::'c Timp ?;i':)tent'e (:‘:3) A% identificat materia prima
cu etalon (pg/g)
1 3,565 3347 68,83 - 289,27
2 3.952 1515,7 31,17 B-caroten 131,00
Total carotenoide 420,27
Concentratie carotenoide in extractul final: : 67,95%

py W —

4 8 12 16
Figura 3.15.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din boabe de
porumb hibridul Florencia

In extractul carotenoidic din hibridul Florencia (grupa de maturitate conven-
tionala FAO 500-600, semitardiv, de provenienta americana B-carotenul se afla intr-
o proportie de 31,17%, concentratia sa in materia prima fiind de 131,00 upg/g
(tabelul 3.15., figura 3.15.). Continutul total de pigmenti carotenoidici din acest
hibrid de porumb (420,21 ug/g) este ceva mai ridicat decat cel din hibridul Lovrin
400 si putin mai scazut decéat cel din hibridul NSSK420. Concentratia procentuala de
carotenoide n extractul final obtinut este de 67,95%.

Rezultatele experimentale obtinute de noi conduc la urmatoarele concluzii:
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e Continutul de B-caroten si de carotenoide totale din toti hibrizii de porumb
analizati este foarte ridicat in comparatie cu datele de literatura privind alte
tipuri de hibrizi de porumb (2-18 ug B-caroten/g faina, respectiv 30-100 ug
carotenoide totale/ g faina) [1,5,79, 248,249,250]. Aceasta se poate explica
prin orientarea cercetarilor genetice din ultimele decenii spre obtinerea unor
noi hibrizi de porumb cu un continut ridicat de pigmenti carotenoidici, Tn
special de B-caroten si alte carotenoide provitaminice (asa-numitul porumb
biofortifiat), in scopul maririi valorii nutritive a porumbului [251,252].

e Asupra rezultatelor a avut influenta mare si metoda de extractie a
compusilor carotenoidici propusa de noi, metodda care a condus la
decolorarea completa a fainii de porumb (in cazul metodelor descrise in
literatura fdina nu se decolora complet iar solventul ramanea incolor).

e In metoda aplicata de noi, prin macerarea fainii de porumb cu apa si etanol
96%, Tnaintea extractiei propriuzise, s-a asigurat hidrolizarea amidonului si
eliberarea carotenoidelor din celule.

In figura 3.16. este prezentat comparativ continutul de B-caroten si res-
pectiv, carotenoide totale din hibrizii de porumb luati in studiu.

Concentratiile de B-caroten si crotenoide totale din
hibrizi de porumb (Zea mays)
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NSSK 444 NSSK 640 Lovrin 400 Laureat NSSK 420 Forencia

0O B-caroten B Carotenoide totale

Figura 3.16. - Continutul de B-caroten si carotenoide totale din hibrizii de porumb
e Continutul de B-caroten si carotenoide totale din extractele
obtinute din fructele de catina alba (Hippophae rhamnoides)
Prin analiza RP-HPLC a extractelor carotenoidice din fructe de catina alba,

obtinute conform 3.2.1.2., s-au obtinut rezultatele prezentate in figurile 3.17 si
3.18, tabelele 3.16 si 3.17.
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Tabelul 3.16.
Carotenoidele identificate in extractul din fructe de catina alba soiul Delta 1 si
concentratia lor in materia prima

. . . Compus Continutul in

N_r. Timp de_retentle Aria A% identilf’icat matetria prima
pic (min) (mAU) cu etalon (na/g)
1 3,558 209,00 40,64 - 391,13
2 3,711 226,10 43,96 - 423,08
3 3,882 79,20 15,40 B-caroten 184,21
Total carotenoide 962,42

Concentratie carotenoide in extractul final: 71,76%

Tabelul 3.17.
Carotenoidele identificate in extractul din fructe de catina alba soiul Ciumasi si
concentratia lor in materia prima

Nr. Timp de Aria Compus Continutul in
pic retentie (mAU) A% identificat materia prima
(min) cu etalon (ng/g)
1 3.957 1570.40 100 B-caroten 1086,60
Total carotenoide 1086,60
Concentratie carotenoide in extractul final: 72,12%

Analizdnd datele din tabelul 3.16. se constata un continut ridicat de
carotenoide totale (962,42 ug/g)si de B-caroten (184,21 jg/g) in extractul din
fructe de catind alba , soiul Delta 1 Valorile obtinute privind continutul total de
carotenoide sunt apropiate de cele din datele de literatura (314-2139 ug/g) [253-
255]. Concentratia procentuala de carotenoide in extractul final obtinut esterelativ
ridicata: 71,76%.
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Figura 3.17.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidicdin fructe de
catina alba (Hippophae rhamnoides) soiul Delta 1
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Figura 3.18.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidicdin fructe de catina alba
(Hippophae rhamnoides) soiul Ciumasgi

In soiul Ciumasi B-carotenul a fost singura carotenoidd identificatd prin RP-HPLC,
fiind prezenta in cantitate foarte mare (1086,60 ug/g). Concentratia procentuald de
carotenoide in extractul final obtinut este de 72,12%.

Comparand continutul total de carotenoide pentru cele doua soiuri de catina
alba luate in studiu (figura 3.19.) valorile sunt apropiate.

Concentratiile de B-caroten si carotenoide totale din faina
fructe catina alba (Hippophae rhamnoides )
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O Concentratia de B-caroten in faina de catina
@ Concentratia de carotenoide totale in faina de catina

Figura 3.19.-Continutul de B-caroten si carotenoide totale din
faina fructe catind alba (Hippophae rhamnoides)

e Continutul de B-caroten si carotenoide totale din extractul obtinut
din flori de galbenele (Calendula officinalis)

Prin analiza RP-HPLC a extractului carotenoidic din flori de gdlbenele (vezi
3.2.1.2.), s-au obtinut rezultatele prezentate in figura 3.20., respectiv tabelul 3.18.
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Figura 3.20. - Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din
flori de galbenele (Calendula officinalis)

Tabelul 3.18.
Carotenoidele identificate in extractul din flori de galbenele si
concentratia lor in materia prima

. . . Compus Continutul in

N_r. Timp de_retentle Aria A% identil:icat matéria prima
pic (min) (mAU) cu etalon (ng/9)
1 3,206 29,95 3,70 - 61,69
2 3,477 424,4 52,46 - 874,73
3 3,654 284,14 35,12 - 585,60
4 3,922 70,54 8,72 - Caroten 145,40
Total carotenoide 1667,42

Concentratie carotenoide in extractul final: 78,87%

Se remarca un continut foarte ridicat de carotenoide totale in florile de
galbenele (1667,42 ug/g), B-carotenul find in cantitate de 145,40 pg/g. Valorile se
incadreaza in limitele gasite in datele de literatura (482-2760 pg/g) [1,40].

Concentratia procentualda de carotenoide in extractul final obtinut este
relativ ridicata: 78,87%.

e Continutul de pB-caroten si carotenoide totale din extractele
obtinute din fructe de piersici (Persica vulgaris)

Rezultatele analizelor RP-HPLC pentru extractele carotenoidice din fructe de
piersici, soiul Red Haven, pulpa si pericarp, obtinute conform 3.2.1.2. sunt
prezentate in figurile 3.21. si 3.22., tabelele 3.19 si 3.20.
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Tabelul 3.19.

Carotenoidele identificate in extractul din pulpad de piersica, soiul Red Haven si
concentratia lor in materia prima

Nr Timp de Aria Compus Continutul in
- retentie A% identificat materia prima
pic (min) (mAU) cu etalon (pg/g)
1 2,509 1740,70 73,03 b 151,49
2 3,336 343,30 14,40 - 29,85
3 3,852 131,00 5,50 B- Caroten 11,40
4 4,202 93,50 3,92 - 8,16
5 4,598 74,90 3,14 - 6,51
Total carotenoide 207,38

Concentratie carotenoide in extractul final: 51,79%

mal 4

Figura 3.21.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din pulpa de

piersici (Persica vulgaris)soiul Red Haven

Din tabelul 3.19. se poate observa ca pulpa de piersica soiul Red Haven,
prezinta un continut ridicat de carotenoide totale (151,49 pg/g), in care B-carotenul
se afla in proportie de 5,5% (11,40 ug/g). Valorile obtinute sunt mai ridicate decat
datele de literatura privitoare la alte soiuri de piersici [5,42]. Concentratia procen-
tuala de carotenoide in extract este mai scazuta: 51,79%.

concentratia lor in materia prima

Tabelul 3.20.

Carotenoidele identificate in extractul din pericarp de piersica, soiul Red Haven si

. . . Compus Continutul in

N_r. Timp de_retentle Aria A% identi'f)icat matetria prima
pic (min) (mAU) cu etalon (ng/9)
1 2.523 1062.5 67.74 - 338,70
2 3.335 280.8 17.90 - 89,50
3 3.842 96.3 6.14 B- Caroten 30,70
4 4.203 67.1 4.28 - 21,40
5 4.563 61.9 3.95 - 19,75
Total carotenoide 500,05

Concentratie carotenoide in extractul final: 52,47%
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Figura 3.22. - Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din
pericarp de piersici (Persica vulgaris) soiul Red Haven

Desi s-au identificat aceleasi carotenoide in pulpa si in pericarpul de piersica
soiul Red Haven, pericarpul are un continut aproape dublu de carotenoide totale
(500,05 pg/qg) fata de pulpa. B-Carotenul se gaseste in proportie de 6,14 % (30,70
Mg/g). Concentratia procentuald de carotenoide in extractul final obtinut este
apropiata de cea din extractul din pulpa de piersica: 52,47%.

Figura 3.23. prezinta comparativ continutul de carotenoide totale, respectiv
de B-caroten din pulpa si pericarpul de piersica, soiul Red Haven

Concentratiile de B-caroten si carotenoide totale
din fructele de piersica (Persica vulgaris) soiul
Red Haven
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Pulpa piersica Pericarp piersica

O Concentratia de B-caroten (pg/g)
B Concentratia de carotenoide totale (ug/g)

Figura 3.23.-Continutul de B-caroten si carotenoide totale din pulpa si
pericarp de piersica (Persica vulgaris), soiul Red haven

e Continutul de B-caroten si carotenoide totale din extractele
obtinute din fructe de portocale (Citrus sinensis)

Rezultatele analizelor RP-HPLC ale extractelor carotenoidice din pulpa de
portocald, flavedo de portocalda si albedo de portocald, obtinute conform 3.2.1.2.
sunt prezentate in tabelele 3.21.-3.23., figurile 3.24.-3.26.
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Tabelul 3.21.
Carotenoidele identificate in extractul din pulpa de portocald, soiul Valencia si
concentratia lor in materia prima

. . - Compus Continutul in
N_r. Timp de_retenne Aria A% identilf’icat mategria prima
pic (min) (mAU) cu etalon (ng/g)
1 3,006 40,59 8,88 - 6,90
2 3,595 29,53 6,46 - 5,02
3 3,831 386,98 84,66 B-caroten 65,80
Total carotenoide 77,72
Concentratie carotenoide in extractul final: 25,69%
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Figura 3.24. - Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din pulpa de portocala
(Citrus sinensis) soiul Valencia

Pulpa de portocale, soiul Valencia, prezinta un continut de carotenoide totale
de 77,72 pg/g, din care 84,66% este B-caroten, acesta fiind compusul carotenoidic
majoritar. Rezultatele obtinute sunt mai mari decat datele de literatura studiate
(carotenoide totale: 20-30 pg/g) [256,257], datorita folosirii unor conditii de lucru
diferite precum si datorita variatiei continutului de pigmenti carotenoidici din plante
cu factorii pedoclimatici. Concentratia procentuala de carotenoide in extractul final
obtinut este insa scazuta: 25,69%.

Tabelul 3.22.
Carotenoidele identificate in extractul din flavedo de portocala, soiul Valencia si
concentratia lor in materia prima

Nr Timp de Aria Compus Continutul in
pi¢; retentie (mAU) A% identificat materia prima
(min) cu etalon (Hg/g)
1 2,995 25,95 6,31 - 16,12
2 3,202 21,33 5,19 - 13,25
3 3,614 275,84 67,05 - 171,29
4 3,873 88,25 21,45 B-caroten 54,80
Total carotenoide 255,46
Concentratie carotenoide in extractul final (%):46,90%
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Figura 3.25.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din flavedo de portocala
(Citrus sinensis) soiul Valencia

in flavedo de portocald se remarcd un continut de carotenoide totale
(255,46 ug/g) de peste trei ori mai mare decéat in pulpa. B-carotenul se gaseste in
cantitate mai mica decat in pulpa, respectiv 54,80 pg/g (21,45%). Concentratia

procentuald de carotenoide in extractul final obtinut este de 46,90%.

Tabelul 3.23.

Carotenoidele identificate in extractul din albedo de portocald, soiul Valencia si
concentratia lor in materia prima

Nr Timp de Aria Compus Continutul in
pié retentie (mAU) A% identificat materia prima
(min) cu etalon (rg/g)
1 2.943 21.2 5.40 - 12,64
2 3.236 24.5 6.25 - 14,63
3 3.856 346.6 88.35 B-caroten 206,80
Total carotenoide 234,07

Concentratie carotenoide in extractul final (%): 48,18%

Al

20 +

3

T
25

al

T
75

T
10

Figura 3.26.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din albedo de portocalad
(Citrus sinensis) soiul Valencia
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Continutul de carotenoide totale din albedo de portocala (234,07 ug/g) este foarte
apropiat de cel din flavedo, carotenoida majoritara in albedo fiind B-carotenul (88,35%).
Concentratia procentuald de carotenoide in extractul final obtinut este de 48,18%, foarte
apropiata de cea din extractul din flavedo de portocale (46,90%).

Se constata ca cel mai ridicat continut de pigmenti carotenoidici se gaseste in
flavedo de portocala (255,66 ug/q), iar cel mai ridicat continut de B-caroten se afla in albedo
de portocala (206,80 ug/qg).

Valorile obtinute privind continutul de carotenoide totale si de B-caroten din flavedo
si albedo de portocald, sunt mai mari decét datele de literatura studiate (B-caroten: 8-30 pg/g
material proaspat, carotenoide totale: 100-120 pg/g material proaspat) [5, 250, 256, 257],
datorita utilizarii pericarpului de portocala in prealabil uscat, folosirii unor conditii de lucru
diferite precum si datorita variatiei continutului de pigmenti carotenoidici din plante cu
factorii pedoclimatici.

In figura 3.27. se prezinta comparativ continutul de carotenoide totale si respectiv
cel de B-caroten, pentru pulpa de portocale (soiul Valencia), flavedo si albedo.

Concentratiile de B-caroten si carotenoide totale din fuctele de
portocala (Citrus sinensis ), soiul Valencia
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@ Concentratia de carotenoide totale

Figura 3.27. - Continutul de B-caroten si carotenoide totale din flavedo, albedo si pulpa de
portocala (Citrus sinensis), soiul Valencia

e Continutul de pB-caroten si carotenoide totale din extractele
obtinute din rostopasca (Chelidonium majus)

Analizele RP-HPLC ale extractelor carotenoidice obtinute din diferite parti
anatomice ale plantei de rostopasca (vezi 3.2.1.2.) au condus la rezultatele
prezentate in figurile 3.28- 3.31., tabelele 3.24.- 3.27.

Tabelul 3.24.
Carotenoidele identificate in extractul din tulpind de rostopasca si
concentratia lor in materia prima

Nr Compus Continutul in
pic Timp de_retentle Aria A% identificat ma!:er‘lla
(min) (mAU) prima
cu etalon
(ng/9)
1 2,15 792,25 82,27 - 856,44
2 3,561 63,18 6,56 - 68,29
3 3,737 58,31 6,06 - 63,08
4 3,918 49,28 5,12 B-caroten 53,30
Total carotenoide 1041,11
Concentratie carotenoide in extractul final: 63,57%
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Figura 3.28.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din tulpina de rostopascd
(Chelidonium majus)

Tulpina de rostopasca prezintd un continut foarte ridicat de carotenoide
totale (1041,11 pg/g), comparabil cu datele de literatura [210], continutul de PB-
caroten fiind de 53,30 pg/g. Concentratia procentuald de carotenoide in extractul
final obtinut este de 63,57%.
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Figura 3.29.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din frunze de rostopasca
(Chelidonium majus)

Tabelul 3.23.
Carotenoidele identificate in extractul din frunze de rostopasca si
concentratia lor in materia prima

Nr. Timp de Ari Compus Con;mut_ul n
- ; ria . e materia
pic retentie A% identificat L
"+ (mAU) prima
(min) cu etalon
(rg/9)
1 2,146 80,10 9,64 - 97,07
2 2,481 585,50 70,45 - 709,42
3 3,363 46,60 5,61 - 56,49
4 3,884 118,90 14,31 B-caroten 144,10
Total carotenoide 1007,06
Concentratie carotenoide in extractul final: 73,87%
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in cazul frunzelor de rostopasca, continutul total de carotenoide (1007,06 ug/g),
este foarte apropiat de cel al tulpinii. B-Carotenul se afla in proportie de 14,31%
(144,10 pg/g) - figura 3.29., tabelul 3.25. Concentratia procentuala de carotenoide
in extractul final obtinut este de 73,87%, mai ridicata decat in cazul extractului din
tulpina de rostopasca (63,57%)

Tabelul 3.26.
Carotenoidele identificate in extractul din flori de rostopasca si concentratia
lor in materia prima

Timp de Combus Continutul in
Nr. pc Aria . 'P! materia
. retentie A% identificat P
pic (min) (mAU) cu etalon prima
(ng/g)
1 2,514 1205,10 52,.84 - 727,98
2 2,91 159,30 6,98 - 96,16
3 3,365 304,60 13,36 - 184,06
4 3,925 611,70 26,82 B-caroten 369,50
Total carotenoide 1377,70
Concentratie carotenoide in extractul final: 71,72%
mal ] 1
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Figura 3.30.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din flori de rostopasca
(Chelidonium majus)

Florile de rostopasca prezinta un contint total de carotenoide (1377,70 ug/g)
mai mare decat tulpina si frunzele (figura 3.30., tabelul 3.26.), comparabil cu datele
de literatura [210], B-carotenul aflandu-se in cantitae de 369,5 ug/g (26,82%).
Concentratia procentuala de carotenoide in extractul final obtinut este de 71,72%.
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Tabelul 3.27.
Carotenoidele identificate in extractul din rddacind de rostopasca si
concentratia lor in materia prima

Continutul in
Nlrc Timp de retentie Aria AY i::nn:ilf’i?::t materia
P (min) (mAU) ° prima
cu etalon
(1g/9)
1 2,497 206,1 59,79 - 245,06
2 3,36 45,1 13,08 - 56,61
3 3,864 93,5 27,13 B-caroten 111,20
Total carotenoide 409,86
Concentratie carotenoide in extractul final: 41,55%
1
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Figura 3.31.- Cromatograma RP_HPLC a extractului carotenoidic din
radacina de rostopasca (Chelidonium majus)

Radacina de rostopasca se constata a fi mai sdraca in carotenoide totale
(409,86 ug/g), decat celelalte parti anatomice ale plantei, probabil datorita
continutului de alcaloizi mai ridicat al acesteia. B-Carotenul se afla in cantitate de
111,20 pg/g (27,13 %)- mai putin decat in frunze si flori, dar mai mult decat in
tulpina. Concentratia procentuala de carotenoide in extractul final obtinut este in jur
de 41,55%, mai mica decéat in cazul extractelor carotenoidice obtinute din celelalte
parti anatomice ale plantei de rostopasca.

In figura 3.32. sunt prezentate comparativ valorile continutului total de
carotenoide si valorile continutului de B-caroten din diferitele parti anatomice ale
plantei de rostopasca studiate.
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Concentratiile de B-caroten si carotenoide totale din frunze,
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Figura 3.32. - Continutul de B-caroten si carotenoide totale din frunze, flori,

vvvvv

Se poate observa din figura 3.32. ca cel mai ridicat continut de carotenoide
totale se inregistreaza in florile de rostopasca (1377,70 ug/g), apoi in tulpina
(1041,11 ug/g), in frunze (1007,06 ug/g), si cel mai mic in radacina (409,86 ug/g).
Din figura 3.33. reiese ca cea mai mare cantitate de B-caroten se gdseste tot in
florile de rostopasca (369,50 ug/g), apoi in frunza (144,10 ug/g), in radacina
(111,20 pg/g) si cel mai putin in tulpina (53,30 upg/g), unde predomina luteina si
zeaxantina. De remarcat este faptul ca radacina de rostopasca, desi are un continut
de carotenoide totale mult mai mic decéat celelalte parti ale plantei, contine totusi o
cantitate insemnata de B-caroten, aproape de continutul de B-caroten al frunzelor.
Acest lucru este important pentru valorificarea B-carotenului din radacina de
rostopasca. Valorile ce corespund continutului total de carotenoide din frunzele si
florile de rostopasca sunt apropiate de cele prezentate in datele de literatura (1223
Mg/g - pentru frunze, respectiv 1566 pg/g - pentru flori) [210].

In figura 3.33. sunt prezentate comparativ valorile continutului de
carotenoide totale obtinute prin RP-HPLC si prin metoda spectrofotometrica (vezi
3.2.1.4. si tabelul 3.28.). Se observa ca valorile determinate prin cele douda metode
sunt apropiate, cea mai mare diferenta obtinandu-se pentru extractul de cating,
soiul Ciumasi (1086,60 ug/g - prin metoda RP-HPLC, respectiv 929,60 ug/g - prin
metoda specrtrofotometricd), iar cea mai mica, pentru extractul din porumb
Florencia (420,27 pg/g - prin metoda RP-HPLC, respectiv 417,20 ug/g - prin metoda
spectrofotometrica).
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Figura 3.33. — Prezentare comparativa a continutului de carotenoide totale determinat prin
metoda spectrofotometrica si prin metoda RP-HPLC

Tabelul 3.28.

Rezultatele comparative privind continutul total de carotenoide din materiile prime determinat
prin metoda spectrofotometrica* si prin metoda RP-HPLC

2
=

Continutul de carotenoide

Continutul de carotenoide

Crt. Materialul analizat totale (pg/g material) prin totale (pg/g material) prin
metoda spectrofotometrica metoda RP-HPLC

1. Fdind porumb NSSK444 1109,00 1174,55

2. Fdind porumb NSSK640 614,40 635,68

3. Fdind porumb Lovrin 400 327,10 312,30

4. Fdind porumb Laureat 898,40 879,76

5. Fdind porumb NSSK420 420,80 496,14

6. Fdina de porumb Florenta 417,20 420,27

7. Fructe cdtind Delta 1 923,55 962,43

8. Fructe catina Ciumasi 929,60 1086,60

9. Flori galbenele uscate 1626,40 1667,42

10. Pulpd piersica 237,00 207,38

11. Pericarp piersicad 479,20 500,05

12. Pulpa portocald 84,00 77,72

13. Flavedo portocald 270,84 255,46

14. Albedo portocala 205,40 234,07

15. Tulpind rostopasca 1078,20 1041,11

16. Frunze rostopasca 965,50 1007,06

17. Flori rostopasca 1460,80 1377,70

18. Radacind rostopasca 403,90 409,86

* \Vezi partea experimentald: 3.2.1.4.
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e Concluzii

In urma analizei continutului de carotenoide totale si B-caroten in extractele

obtinute din diferite surse vegetale se pot trage urmatoarele concluzii partiale:

1.

In toate extractele analizate prin RP-HPLC s-a identificat prezenta B-caro-
tenului, ceea ce subliniazd inca o datda faptul ca acesta este pigmentul
carotenoidic cel mai raspandit in natura.

Dintre materialelor vegetale luate in studiu, cel mai ridicat continut de
B-caroten a fost evidentiat in fructele de catind alba (Hippophae rham-
noides), soiul Ciumasi: 1086,60 ug/g fructe uscate, cel mai scazut fiind in
pulpa de piersica (Persica vulgaris), soiul Red Haven: 11,40 ug/g pulpa
proaspata. Continutul cel mai mare de carotenoide totale a fost gasit in
florile de galbenele (Calendula officinalis): 1667,42 ug/g flori uscate, iar cel
mai mic, in pulpa de portocale (Citrus sinsnsis): 77,72 ug/g pulpa proaspata.
S-au obtinut extracte carotenoidice din sase hibrizi noi de porumb (Zea
mays) cu un continut de B-caroten si carotenoide totale mult mai ridicat fata
de datele de literaturd privitoare la alte tipuri de hibrizi, Tmbunatatindu-se
metoda de extractie in vederea izoldrii cat mai complete a pigmentilor
carotenoidici din materia prima. Dintre hibrizii de porumb analizati, cel mai
ridicat continut de B-caroten si carotenoide totale s-a inregistrat la hibridul
NSSK444 (670,30 upg/g faina, respectiv carotenoide totale: 1174,55 ug/g
faind) - hibrid de provenienta sarbeasca, facand parte din grupa de maturi-
tate conventionald FAO 400-500, semitardiv. Cel mai scazut continut de B-
caroten si carotenoide totale a fost gasit in hibridul Lovrin 400 (115,5 pg/g
faina, respectiv carotenoide totale: 312,30 pg/g faina) - hibrid de proveni-
enta romaneasca, facand parte din grupa de meturitate FAO 500-600.
Analizele realizate pentru fructele de catina alba (Hippophae rhamnoides) au
condus la rezultate apropiate de valorile din datele de literatura studiate.
Cele doua soiuri de catina alba studiate (Delta 1 si Ciumasi) prezinta
concentratii foarte apropiate de carotenoide totale (962,43 ug/g faina,
pentru Delta 1, respectiv 1086,60 ug/g faina, pentru Ciumasi), insa in soiul
Ciumasi a fost identificat numai B-carotenul, pe cand in soiul Delta 1 s-au
mai evidentiat si alte carotenoide.

Rezultatele obtinute pentru florile de galbenele (Calendula officinalis)
analizate se incadreaza in valorile gasite in datele de literatura, florile de
galbenele caracterizandu-se, pe langa valoarea ridicata a continutului de
carotenoide totale (1667,42 ug/g flori uscate), printr-un continut foarte
mare de B-caroten (145,40 pg/g flori uscate).

La fructele de piersici (Persica vulgaris), soiul Red Haven, se remarca faptul
ca pericarpul este mult mai bogat in carotenoide totale (500,05 ug/g
material proaspat) si B-caroten (30,70 pg/g material proaspat) decéat pulpa
(207,00 pg/g material proaspat, respectiv 11,40 ug/g material proaspat).
Valorile obtinute sunt mai ridicate decat cele din datele de literatura
studiate, privitoare la alte soiuri de piersici

Fructele de portocale (Citrus sinensis), soiul Valencia analizate, prezinta
continutul cel mai ridicat de carotenoide totale in flavedo (255,46 ug/g
material uscat), foarte apropiat de cel din albedo (234,07 pg/g material
uscat) si cel mai scazut- in pulpa (77,72 pg/g material proaspat). Cel mai
mare continut de B-caroten a fost evidentiat in albedo (206,80 ug/g material
uscat), iar cel mai mic in flavedo (54,80 pg/g material uscat). Pulpa de
portocale, desi are un continut mult mai mic de carotenoide totale decat
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flavedo, prezinta un continut mai ridicat de B-caroten (65,80 pg/g material
proaspat), acest pigment reprezentand 84,66 % din totalul carotenoidelor
din pulpa de portocala.

8. Diferitele parti anatomice ale plantei de rostopasca (Chelidonium majus),
prezinta continuturi diferite de pigmenti carotenoidici totali si de B-caroten.
Valorile cele mai ridicate ale continutului de carotenoide totale si B-caroten
au fost obtinute pentru florile de rostopasca (1377,70 ug/g material proaspat,
respectiv. 369,50 pg/g material proaspat). Cel mai scazut continut de
carotenoide totale s-a inregistrat la radacina de rostopasca (409,86 ug/g
material proaspat), iar cel mai mic continut de B-caroten, in tulpina (53,30 pg/g
material proaspat).

3.3.1.2. Analiza activitatii antioxidante a extractelor carote-
noidice prin metoda cu DPPH

e Activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice din rostopasca
(Chelidonium majus)

Au fost determinate activitatile antioxidante ale extractelor din flori, tulpind
si frunze de rostopasca prin metoda descrisa la 3.2.1.5. (vezi Partea experimentald).
Pentru extractele de rostopasca, inregistrarile au fost efectuate cu spectrofotometrul
Perkin Elmer, Lambda EZ Series, datele achizitionate fiind prelucrate cu ajutorul
programului PESSW, versiunea 1.2, Revision E [216].

In cazul extractelor de rostopasca, diluate 1 :100, urmarind spectrofoto-
metric variatia in timp a absorbantei la 517 nm (figura 3.34.) s-a remarcat faptul ca
cea mai buna activitate antioxidanta o au extractele obtinute din frunze si
inflorescenta (absorbantele relative: A%= 36%) - figurile 3.35.-3.36.; in cazul
extractului obtinut din tulpind de rostopasca s-a obtinut o valoare a absorbantei
relative A% = 50%- figura 3.37.

Determinarea vitezelor medii de reactie pentru portiunea cvasiliniara a
curbei ¢ (M) = f (¢, s), a indicat o valoare maxima pentru extractul din frunze (2,6 uM/s),
mai mare decat pentru solutia de vitamind C de concentratie 0,01 mM, urmata de
viteza medie a extractului din flori (2,2 pM/s), cea mai mica viteza de reactie
prezentand-o extractul din tulpind de rostopasca (0,7 uM/s), figura 3.38. Valoarea
putin mai ridicata a vitezei medii de reactie pentru extractul din frunze de
rostopasca, fata de cel din flori, se datoreaza concentratiei procentuale de
carotenoide (73,87%) mai mare in extractul din frunze decat in extractul din flori de
rostopasca (71,72%), in cazul extractului din tulpind de rostopasca, acesta
concentratie fiind si mai mica (63,57%). Prin urmare, activitatea antioxidanta a
extractelor din diferite parti anatomice ale plantei de rostopasca este direct
proportionala cu valoarea concentratiei de carotenoide din extract.
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Figura 3.34. -Variatia absorbantei solutiei de DPPH in timp la 517 nm, in prezenta

extractelor de rostopasca (1-frunza,2- inflorescenta si 3- tulpina)

Rank 10 Eqn 7909 y=(a+cx+exZ2+gx3+ixd+kx0)/(1+bx+dx2+fx3+hxd+jx9) [NL]
r?=0.99995199 DF Adj r=0.99987655 FitStdErr=0.2185255 Fstat=16662.91
2=99.998955 b=0.13166256 ¢=0.2098371 d=-0.07501002 ¢=0.53232608 f=0.1093406
9=6.8596103 h=-0.0045782569 i=-0.17685171 j=0.00095057525 k=0.034194215
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Figura 3.35. - Variatia in timp a absorbantei relative asolutiei de DPPH in prezenta

extractului de rostopasca (frunza), diluat 1:100
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Rank 175 Eqn 8013 [LgstcDoseRsp] y=a+b/(1+(x/c)d)
r2=0.99001519 DF Adj r2=0.98716239 FitStdErr=2.7088575 Fstat=495.76067
a=33.648277 b=69.563612
c=17.486173 d=1.3381924
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Figura 3.36.- Variatia in timp a absorbantei relative a solutiei de DPPH
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Figura 3.37. - Variatia in timp a absorbantei relative a solutiei de DPPH in prezenta extractului

in prezenta extractului de rostopasca (inflorescenta), diluat 1:100

Rank 103 Eqn 8088 [WeibullCum] y=a+b(1-exp(-((x+din(2)1/e-c)/id)e))
r2=0.99877466 DF Adj r®=0.99830337 FitStdErr=0.53121121 Fstat=2852 8416
a=100.13289 b=-43.886523 c=29.937614
d=51.616952 =0.6512068
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Figura 3.38.- Dependenta concentratiei de DPPH (mM) de timpul de reactie
(in reactia cu extractele de rostopasca)

e Activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice din boabe
de porumb (Zea mays)

A fost determinata activitatea antioxidantda a extractelor carotenoidice din
trei hibrizi de porumb (Zea mays): Lovrin 400, NSSK444 si NSSK640, urmand meto-
da de lucru prezentata la 3.2.1.5. (vezi Partea experimentald). Pentru inregistrarea
absorbantelor probelor a fost utilizat un spectrofotometru Specord 205 (firma
Analytik Jena, Germania), folosindu-se programul winASPECT, versiunea 2.0.3.0.

Variatia in timp a absorbantelor solutiilor de DPPH si variatia concentratiei
de DPPH in timp, in prezenta extractelor carotenoidice studiate, este prezentata in
figurile 3.39.-3.42.

Evaluarea activitatii antioxidante a probelor a condus la viteze medii de
reactie (calculate ca derivata de ordinul intai a dependentei liniare a concentratiei,
exprimata in mM, de timpul de reactie, c (mM) = f (t, s)) avand urmatoarele valori
(figura 3.43.): 0,0130 uM/s - pentru proba de porumb Lovrin 400, 0,0134 uM/s -
pentru proba de porumb NSSK640 si 0,024 uM/s- pentru proba de porumb
NSSK444, valorile fiind mai mici decat cele obtinute pentru solutiile de vitamina C
(vezi 3.2.1.5. - Partea experimentald)
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Scatterplot (Date_DPPH 25v*13c¢c)
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Figura 3.39.-Variatia absorbantei soltiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractului carotenoidic din porumb Lovrin 400, dilutie 1:100
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Figura 3.40.-Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp,la 517 nm,
in prezenta extractului carotenoidic din porumb NSSK444, dilutie 1:100
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Scatterplot (Date_DPPH 25v*13c)
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Figura 3.41.-Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractului carotenoidic din porumb NSSK640, dilutie 1:100

Avand in vedere ca s-au folosit dilutii 1:100 ale probelor, putem deduce ca
activitatea antioxidanta a extractelor nediluate va fi mult superioara fata de cea a
probelor diluate, ceea ce s-a putut observa prin faptul ca la dilutii mai mici ale
extractelor, acestea se decolorau imediat dupa adaosul de solutie de DPPH. Se
poate observa ca cea mai mare capacitate antioxidanta (viteza medie de reactie cea
mai mare) o are extractul din porumb NSSK444- care prezinta si cea mai mare
concentratie procentuala de pigmenti carotenoidici (82,30%) si cel mai ridicat
continut de B-caroten (670,30 ug/g);.de asemenea in acest hibrid s-a evidentiat
prezenta a 7 tipuri de compusi carotenoidici, compusi care isi potenteaza reciproc
activitatea antioxidanta, actionand sinergic [131]. Cea mai mica activitate antioxi-
danta o are extractul de porumb Lovrin 400 - cu cel mai mic continut procentual de
carotenoide (53,15%) si cel mai scazut continut de B-caroten (115,50 ug/g) dintre
toti hibrizii de porumb analizati. Astfel, putem spune, in cazul extractelor
carotenoidice din boabe de porumb, ca activitatea antioxidantd este direct
proportionald cu cantitatea de compusi carotenoidici din proba analizata, important
fiind numarul si tipul carotenoidelor continute, dat fiind faptul cd pigmentii carote-
noidici au actiune antioxidanta cu atat mai puternica, cu cat numarul de duble lega-
turi conjugate din molecula lor este mai mare si ca acestia actioneaza sinergic [131].
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Scatterplot (Date_DPPH 25v*13c)
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Figura 3.42. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractelor carotenoidice din boabe de porumb - curbele suprapuse
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Scatterplot (Date_DPPH1 25v*13c)
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Figura 3.43.- Dependenta concentratiei de DPPH (mM) de timpul de reactie
(in reactia cu extractele carotenoidice din boabe de porumb) - curbele suprapuse

e Activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice din fructe de
catina alba (Hippophae rhamnoides)

A fost determinata activitatea antioxidantda a extractelor carotenoidice din
fructele a douad soiuri de catina alba (Hippophae rhamnoides): Delta 1 si Ciumasi,
urmand metoda de lucru prezentata la 3.2.1.5. (vezi Partea experimentala).

Variatia absorbantelor solutilor de DPPH in functie de timp si variatia
concentratiei de DPPH in timp, in prezenta extractelor carotenoidice din fructe de
catina alba, este prezentata in figurile 3.44.- 3.47.

Evaluarea activitatii antioxidante a probelor a condus la viteze medii de reactie
(figura 3.47.) avand urmatoarele valori: 0,0198 pM/s- pentru extractul din fructe de
catind alba soiul Delta 1 (dilutie 1:100), respectiv: 0,0155 pM/s- pentru extractul din
fructe de catina alba, soiul Ciumasi. Chiar daca valorile vitezelor medii de reactie pentru
cele doua extracte carotenoidice din catinad alba sunt mai mici decat cele corespunzatoare
solutiilor de vitamina C (vezi Partea experimentald), tinand cont de faptul ca probele au
fost diluate 1:100, activitatea antioxidantd a extractelor carotenoidice nediluate sau la
dilutii mai mici este superioara celor analizate (la dilutii mai mici ale probelor dupa
adaugarea solutiei de DPPH decolorarea este foarte rapida). Valorile obtinute pentru
vitezele medii de reactie sunt apropiate de cele pentru extractele din porumb, viteza
corespunzatoare extractului din porumb NSSK444 fiind putin mai ridicata decat cea pentru
extractele din catind, iar vitezele obtinute pentru celilalti doi hibrizi de porumb fiind ceva
mai mici decat cele corespunzatoare extractelor de catina alba. Extractul carotenoidic din
fructe de catind alba, soiul Delta 1, prezinta o activitate antioxidantd ceva mai ridicata
decat extractul obtinut din soiul Ciumasi, desi extractul din soiul Delta 1 are un continut
procentual de carotenoide (71,76%) ceva mai scazut decat soiul Ciumasi (72,12%).
Aceasta se poate explica prin faptul cd desi toti compusii carotenoidici au efect
antioxidant, eficienta lor creste in amestecuri de carotenoide [133]. Cum fin extractul
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carotenoidic din soiul Ciumasi, nu a fost evidentiat decdt un compus carotenoidic: B-
carotenul, iar n extractul din soiul Delta 1, pe langa B-caroten au mai fost ientificate inca
doua tipuri de carotenoide, aceasta constituie o explicatie pentru faptul ca activitatea
antioxidanta a acestui extract este mai mare decat cea a extractului din soiul Ciumasi.

Scatterplot (Date_DPPH 25v*13c)
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Figura 3.44. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractului carotenoidic din fructe de catina alba, soiul Ciumasgi, dilutie 1:100
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Figura 3.45. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm, in
prezenta extractului carotenoidic din fructe de catina alba, soiul Delta 1, dilutie 1:100
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Scatterplot (Date_ DPPH 25v*13c)
Catina Deltal =0.1342-0.0002*x
Catina Ciumasi = 0.1292-0.0002*x
0.140 T T T T T . , .

0.135

0.130

0.125

0.120

0.115

0.110

0.105

0.100

0.095 o Catina Delta 1
Timp (s) Catina Delta 1: 12 =0.9559 100 120 140 160~y catina Ciumasi

Timp (s) Catina Ciumasi. * =0.9655

Figura 3.46. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractelor carotenoidice din fructe de catina albd - curbele suprapuse
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Figura 3.47.- Dependenta concentratiei de DPPH (mM) de timpul de reactie
(in reactia cu extractele carotenoidice din fructe de catina alba)- curbele suprapuse
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e Activitatea antioxidanta a extractului carotenoidic din pericarp de
piersica (Persica vulgaris)

A fost analizarta activitatea antioxidanta a extractului carotenoidic din
pericarp de piersica (Persica vulgaris), soiul Valencia , urmand metoda de lucru
prezentata la 3.2.1.5. (vezi Partea experimentald).

Variatia in timp a absorbantei solutiilor de DPPH in prezenta extractului
carotenoidic (dilutii 1:100) din pericarp de piersica este prezentata in figura 3.48.

Viteza medie de reactie a extractului din pericarp de piersica, dilutie 1:100,
determinata din curba de variatie a concentratiei DPPH in functie de timp - figura
3.49., are valoarea de 0,0107 pM/s. Prezenta in cantitate mai micd a B-carotenului
(6,14%) n acest extract face ca activitatea antioxidantad sa fie ceva mai redusa decét la
extractele carotenoidice din porumb si din catind alba; de asemeni, acest lucru este
datotat si concentratiei procentuale de pigmenti carotenoidici (52,47%) mai redusa decat
n cazul extractelor din porumb si catina alba.

Scatterplo{ Date_ DPPH25v*13c)

Pielita piersica =0.1235-0. 0001*x
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Figura 3.48. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractului carotenoidic din pericarp de piersica
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Scatterplot (Date_ DPPH1 25v*13c)
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Figura 3.49. - Dependenta concentratiei de DPPH (mM) de timpul de reactie
(in reactia cu extractul carotenoidic din pericarp de piersica)

e Activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice din fructe de
portocale (Citrus sinensis)

Activitatea antioxidantd a extractelor carotenoidice din albedo si flavedo de
portocale (Citrus sinensis), soiul Valencia, a fost evaluata tot prin metoda descrisa la
3.2.1.5. (vezi Partea experimentala).

In figurile 3.50. si 3.51. este prezentata variatia in functie de timp a
absorbantelor solutiei de DPPH in prezenta extractelor carotenoidice din albedo si
flavedo de portaocale, la dilutie de 1:100.

Variatia concentratiei de DPPH in timp, in prezenta extractelor din portocale
este evidentiata prin curbele din figura 3.52., de unde s-au obtinut vitezele medii de
reactie de 0,090 pM/s - pentru extractul carotenoidic din albedo, respectiv de 0,100 uM/s
- pentru extractul din flavedo de portocala. Valorile ridicate ale vitezelor medii de
reactie (respectiv ale activitatii antioxidante) pentru extractele din flavedo si albedo
de portocalda, comparativ cu celelalte probe analizate, nu se datoreaza continutului
mai ridicat de pigmenti carotenoidici din aceste probe, concentratia procentuald de
carotenoide in aceste extracte fiind mai micd decat in celelalte (respectiv 46,90% -
pentru flavedo si 48,18% - pentru albedo). In aceste extracte pe langa carotenoide
este prezent si limonenul (componentul principal al uleiului volatil din pericarp de
portocald, peste 90%), care prezinta o activitate antioxidanta foarte puternica [258-
262]. Limonenul nu este complet indepdrtat in procedeul de extractie la rece a
carotenoidelor din flavedo, respectiv albedo de portocald, prezenta Iui putdnd fi
semnalata clar si prin mirosul caracteristic regasit la aceste extracte carotenoidice.
Macromoleculele carotenoidelor favorizeaza probabil ,capturarea” moleculelor de
limonen intre ele.
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Figura 3.50. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
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Figura 3.51. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,

in prezenta extractului carotenoidic din flavedo de portocala
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Figura 3.52.-Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractelor carotenoidice din albedo si flavedo de portocald - curbele suprapuse
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Figura 3.53. - Dependenta concentratiei de DPPH (mM) de timpul de reactie - in reactia cu
extractele carotenoidice din albedo si flavedo de portocald - curbele suprapuse
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Figurile 3.54. si 3.55. prezinta variatia absorbantei solutiei de DPPH in timp,
pentru toate probele analizate, respectiv, variatia concentratiei soluttiei de DPPH in
timp, pentru toate extractele analizate, curbele suprapuse.
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Figura 3.54. - Variatia absorbantei solutiei de DPPH in functie de timp, la 517 nm,
in prezenta extractelor carotenoidice- curbele suprapuse pentru toate probele
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Figura 3.55. - Dependenta concentratiei de DPPH (mM) de timpul de reactie - in reactia cu

extractele carotenoidice - curbele suprapuse
e Concluzii

In urma analizelor privind activitatea antioxidantd a unor extracte carote-

noidice, determinata prin metoda cu DPPH, se pot desprinde urmatoarele concluzii:

1.

2.

Au fost evaluate din punct de vedere al activitatii antioxidante, cateva dintre
extractele carotenoidice obtinute, si anume: extractele din frunze, flori si
tulpind de rostopasca (Chelidonium majus), extractele din faina de porumb
(Zea mays) hibrizii: NSSK444, Lovrin 400 si NSSK640, extractele din fructe
uscate de catind (Hippophae rhamnoides) soiurile Delta 1 si Ciumasi,
extractul din pericarp de piersica (Persica vulgaris), extractele din albedo si
flavedo de portocalda (Citrus sinensis), toate prezentdnd activitate
antioxidanta.

In cazul extractelor carotenoidice obtinute din frunze si flori de rostopasca,
diluate 1:100, s-au obtinut viteze medii de reactie (respectiv activitati
antioxidante) apropiate: 2,6 uM/s - pentru extractul din frunze, mai mare
decat pentru solutia de vitamind C de concentratie 0,01 mM, respectiv
2,2 PM/s - pentru extractul din flori. Cea mai mica viteza de reactie
(respectiv activitate antioxidantd) a prezentat-o extractul din tulpind de
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rostopasca (0,7 puM/s). Activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice
din diferite parti anatomice ale plantei de rostopasca este direct propor-
tionala cu valoarea concentratiei de compusi carotenoidici din extract.

Pentru extractele din faina de porumb, diluate 1 :100, s-au obtinut activitati
antioxidante (vieze medii de reactie) mai mici decat cele corespunzatoare
solutiilor de vitamina C. Cea mai mare activitate antioxidanta (viteza medie
de reactie cea mai mare) o prezintd extractul din hibridul NSSK444 - care
are si cea mai mare concentratie procentualda de pigmenti carotenoidici
(82,30%) si cel mai ridicat continut de B-caroten (carotenoida cu 11 legaturi
duble conjugate). Cea mai mica activitate antioxidantd a fost gasita la
extractul obtinut din hibridul Lovrin 400 - cu cel mai mic continut de B-
caroten si cel mai mic procent de carotenoide (53,15%).

Extractele din cele doud soiuri de catind alba analizate au prezentat, la
dilutia de 1:100, activitati antioxidante (viteze medii de reactie) mai mici
decat cele corespunzatoare solutiilor etalon de vitamina C. Activitatea
antioxidanta cea mai ridicatd o are extractul carotenoidic din fructe de catina
alba, soiul Delta 1, desi acest extract are un continut procentual de
carotenoide (71,76%) ceva mai scazut decat soiul Ciumasi (72,12%).
Activitatea antioxidantd mai redusa se datoreaza faptului ca extractul din
soiul Delta 1 contine mai multe tipuri de carotenoide - care isi amplifica
reciproc actiunea antioxidanta - comparativ cu extractul din soiul Ciumasi, in
care a fost evidentiat numai B-carotenul.

In cazul extractelor carotenoidice din fructe de catina alba, activitatile
antioxidante sunt apropiate de cele ale extractelor din porumb, viteza
corespunzatoare extractului din porumb NSSK444 fiind putin mai ridicata
decat cea pentru extractele din catina, iar vitezele obtinute pentru celilalti
doi hibrizi de porumb fiind ceva mai mici decat cele corespunzatoare
extractelor de catina alba

La extractul din pericarp de piersica (dilutie 1:100), prezenta in cantitate
mai mica a compusilor carotenoidici cu 11 legaturi conjugate (B-carotenul),
face ca activitatea antioxidanta (viteza medie de reactie = 0,0107 pM/s) sa
fie ceva mai redusa decat la extractele carotenoidice din porumb si din
catina alba; de asemeni, acest fapt este darotat si concentratiei procentuale
de pigmenti carotenoidici (52,47%) mai redusa decat in cazul extractelor din
porumb si catina alba.

Extractele din flavedo si albedo de portocala (dilutie 1:100), au prezentat o
activitate antioxidanta mai mare dacat extractele din faina de porumb,
fructe de catina alba, si pericarp de piersica (viteze medii de reactie de
0,090 uM/s - pentru extractul carotenoidic din albedo, respectiv de 0,100
MM/s - pentru extractul din flavedo de portocald), desi concentratia
procentuald de pigmenti carotenoidici din aceste extracte este mai micd
decat in celelalte extracte obtinute. In aceste cazuri, activitatea antioxidanta
ridicatd se datoreaza prezentei in extracte a limonenului, componentul
majoritar din uleiul volatil prezent in pericarpul de portocale, compus
cunoscut ca fiind un puternic antioxidant. Acesta nu se indeparteaza complet
in procesul de extractie a carotenoidelor, ci rdméane ,captat” intre moleculele
de carotenoide.

BUPT



150 Contributii proprii — 3

3.3.1.3. Analiza continutului de elemente minerale din
materiile prime si extractele carotenoidice

e Elementele minerale analizate si implicatiile lor in organismul uman

Continutul de substante minerale din vegetale este caracteristic fiecarei
specii si variaza in limite destul de largi in functie de factorii pedoclimatici,
tehnologiile de cultura etc.

Diversitatea mare a elementelor minerale existente in plante si faptul ca
acestea se gasesc in toate organele plantelor, le recomanda pe acestea ca fiind cele
mai importane surse de macro- si microelemente necesare acoperirii nevoilor umane
[119].

= Macroelemente

a) Potasiul

Potasiul este un element mineral de mare importanta pentru organism. El se
gdseste, la un organism adult, in cantitati variind intre 140 si 160 g, ceea ce
reprezinta 0,5% din greutatea corporala [261]. In organism, potasiul este necesar
pentru buna desfasurare a tuturor metabolismelor. El permite transformarea
glucozei in glicogen, in metabolismul lipidelor si proteinelor intervine ca activator al
unor enzime importante. Reducerea cantitatii de potasiu din organism este insotita
de aparitia unor manifestari caracteristice: iritabilitate, lipsa poftei de mancare,
greturi, varsaturi, sete, astenie marcatd, slabiciune musculard pana la paralizie
insuficienta cardiaca, palpitatii, hipotensiune arteriala [261-264].

Potasiul se gdseste In numeroase legume (morcovi, castraveti, ridichi,
cartofi, tomate, ciuperci, salata verde, mazare, fasole etc), fructe (mere, portocale,
coacaze, catina, stafide, prune, smochine, curmale, banane, piersici, caise, struguri,
etc), drojdie alba etc.

b) Sodiul

Foarte raspandit in regnul vegetal, sodiul se gaseste sub multiple
combinatii: cloruri, citrati, ioduri, fosfati, bicarbonati. Cele mai importante functii ale
sodiului in organismul uman sunt strans legate de pastrarea principalelor functii
biologice. Sodiul participa la reglarea distributiei apei in organism, contribuie la
pastrarea echilibrului ionic si la mentinerea excitabilitatii neuromsuculare. El
determina totodata o crestere a rezistentei la efort fizic si nervos [186,261].

Produse vegetale bogate in sodiu sunt: spanacul, telina, papadia, napii, varza
rosie, sfecla, ridichile, castravetii, fructele, in special sub forma de siropuri [261].

In cazurile de scadere a concentratiei sodiului in organism apare scaderea
tensiunii arteriale, astenia marcata, tulburari de vedere si echilibru, contracturi
musculare si iritabilitate. Semnele nervoase apar cand concentratia de sare este sub
necesarul fiziologic minim de 0,6 g/zi. De asemenea, in absenta unor cantitati
suficiente de sodiu, se ingreuneaza transformarea glucidelor in grasimi si scade
absorbtia glucozei [263,264]

c) Calciul

Este cel mai abundent element nineral din organism. Din cantitatea totala
aflata in corpul uman, aproape 90% este fixata in schelet si dinti, iar restul este
distribuit in tesuturi si in lichide biologice [261].

Principala functie a calciului in organism este ca, impreuna cu fosforul, sa
consolideze si sa mentind in stare de bunad functionare scheletul si dintii. Calciul
intervine in procesul de coagulare a sangelui si asigurd nivelul de excitabilitate
neuromusculara. Prin intermediul calciului se faciliteaza transmiterea influxului
nervos intre fibrele nervoase, sau intre acestea si organele la nivelul carora ajung
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comenzile nervoase. Calciul micsoreaza amploarea proceselor alergice, amelioreaza
capacitatea de distrugere a microbilor de catre leucocite, activeaza un numar
important de pricese metabolice, stimuleaza echipamentul enzimatic al organis-
mului, regleaza unele procese energetice si de refacere tisulara, participa la
stimularea secretiei gastrice, la stimularea ritmului cardiac, la utilizarea fierului si la
absorbtia vitaminei Bi».

Vegetalele cele mai bogate in calciu sunt: legume- fasole, mazare, varza,
gulii, conopida, telind, morcovi, castraveti, patrunjel, dovlecei, ridichi- fructe: mere,
alune, portocale, caise, piersici, catina alba, piersici, smochine, fragi, zmeura,
capsuni, stafide, nuci etc [262-264].

d)Magneziul

Magneziul este un element plastic si totodata si catalitic; de asemenea
constituie un factor de crestere, un tonic general, un regenerator celular, un
echilibrant psihic, un drenor hepatic, un antiseptic, pe cale interna si externa
[186,261]. El contribuie la reglementarea echilibrului calcic, lupta impotriva anafila-
xiei, a imbatranirii, a cancerozei, se opune trombozelor si aterosclerozei [186].

Magneziul se gaseste in: grau, ovaz, orz, porumb, curmale, spanac, cartofi,
sfeclda rosie, polen si in alte multe vegetale. El reprezintda aproximativ 2,4% din
masa terestra [262].

= Microelemente

a) Fierul

Fierul joaca un rol deosebit de important in organismul uman si animal, fiind
un component al hemoglobinei precum si al unor numeroase sisteme enzimatice din
lantul respirator. Aceste sisteme joaca un rol cheie in respiratia celulara. De
asemenea, fierul participa in calitate de cofactor la structura a o serie de enzime:
aconitaza, catalaza, citocromoxidaza, succindehidrogenaza, peroxidaza si influen-
teaza sinteza ADN-ului [186].

Este cel mai abundent dintre microelemente, concentratia fierului in
organism putand ajunge pana la 4-5 g [261].

Cantitatile cele mai mari de fier se gasesc in: fructe uscate, patrunjel, varza
alba, morcov, conopida, varza rosie, mazare, spanac, urzici, ciuperci, portocale,
tomate, piersici, caise etc [262-264].

b) Manganul

In pofida slabei sale prezente in organism (0,00005% din masa corporald),
manganul este un element capital. Constituent al diferitelor sisteme enzimatice,
reglator glandular important in crestere, activ in metabolismul zaharurilor,
grasimilor, proteinelor, el favorizeaza functiile ficatului si rinichilor, accelereaza
arderile, ajuta la fixarea mineralelor, a fierului si a vitaminelor [186].

Aportul alimentar de mangan este asigurat in special de cereale, varza,
telind, creson, morcov, ceapa, papadie, cartof, polen [186].

c) Cuprul

Cuprul a fost detectat in toate tesuturile, gasindu-se in organism in
proportie de 0,0004%. Este indispensabil vietii celulare si formarii oaselor.
Conditioneaza fixarea fierului si concura la formarea hemoglobinei. Se opune la
coagularea exesiva a sangelui. De asemenea a fost gasit un paralelism intre secretia
tiroidiana si procentul de cupru din sange. Este un element dinamic, antiinfectios,
antiviral, antiinflamator [261].

Sursele vegetale cele mai bogate in cupru sunt: nucile, migdalele, strugurii,
legumele uscate, alunele, graul, portocalele, ciresele, merele, spanacul etc [262].
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d) Zincul

Zincul este nominalizat ca metal greu cu potential toxic, concentratia
acestuia in alimentele de origine vegetala fiind limitata de legislatie [265,266].

Cantitatea de zinc dintr-un organism uman adult de 70 kg este de 2,59, din
care 30% se gaseste in oase si 60% in muschi. Necesarul zilnic este de 8-10 mg.

Acest element intervine in stimularea si reglarea hipofizei, a glandelor
genitale, joaca un rol important in functionarea pancreasului si in anumite procese
enzimatice. Se cunosc pana in present peste 80 de enzime care au in constitutia lor
acest mineral. Zincul are o actiune deosebita in metabolismul acizilor nucleici,
sinteza proteinelor, diviziunea celulara, are o actiune protectoare impotriva
fenomenului de Tmbatranire, impiedicadnd actiunea de uzura a unor substante toxice
asupra echipamentului biologic celular.

Vegetalele cele mai bogate in zinc sunt: cerealele si semintele de dovleac.
Prezenta in alimentatie a vegetalelor cu un continut mare de acid fitic ihiba
asimilarea zincului in intestin si favorizeaza instalarea deficitului [263,264].

e) Plumbul

Plumbul, metal greu cu caracter toxic pronuntat, in conditii normale de
mediu , se gaseste in sangele uman (copii si adulti) in concentratie de 15-40
Hg/100ml. Concentratiile de 50-80 pg/100ml sunt considerate toxice. Gradul tot mai
ridicat de industrializare duce la o incarcare tot mai mare a mediului cu plumb, acest
microelement figurand pe lista elementelor cancerigene.

Excesul de plumb provoaca la om: encefalopatie saturnica, neuropatie peri-
ferica, neuropatie acutd si cronica. De asemeni prezintd efecte daunatoare asupra
fertilitatii, a sistemului endocrin, miocardului si asupra mecanismelor imune [261].

f) Cobaltul

Cobaltul este microelementul care se gaseste in organism in cantitatea cea
mai redusa (0,000004%) dar are o activitate extrem de intensa. Se gaseste peste
tot in organism dar concentratiile cele mai ridicate se afla in ficat, rinichi, cord si
oase [261]. Acest element intra in componenta vitaminei Bi,, este activator al
multor enzime si este capabil sa ia locul altor ioni in activarea unor reactii
enzimatice. Regleaza sistemul vago-simpatic si este un vasodilatator.

Reducerea aportului acestui mineral sub limita de 5 g/zi, un timp mai
indelungat, determina aparitia manifestarilor anemiei pernicioase. [261,264].

g) Cromul

Acest microelement se gaseste in numeroase tesuturi. El activeaza unele
enzime implicate in metabolismul glucozei, in sintezaacizilor grasi, in cea a coleste-
rolului. Efectul major al cromului il constituie insa activarea functiei insulinei. De
asemenea cromul asigura protectie partiala impotriva aterosclerozei, permite menti-
nerea integritatii sistemului nervos.

Necesarul de crom la om este situat intre 300-400 pg/zi, necesitatile fiind
mai mai mari la femeile gravide si la diabetici.

Sarurile de crom sunt toxice, doza letala fiind de 0,5 g pentru un om adult.

Sursa vegetala cea mai bogata in crom este uleiul de porumb [261].

h) Nichelul

Acest microelement se preteaza pentru diferite functii biologice, deoarece:

- are greutate moleculara mica si este un element de tranzitie care
formeaza chelati;

- este raspandit in scoarta terestra si in apa marilor;

- este netoxic pentru om cu exceptia dozelor astringente;

- nu se acumuleaza excesiv in organism.
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Nichelul este implicat in conservarea integritatii membranelor celulare.Unele
cercetdri arata capacitatea nichelului de a se substitui calciului in anumite secvente
de excitatie si contractie a muschilor scheletici. Este posibil ca nichelul sa aibe un rol
structural in acizii nucleici pe care i stabilizeaza.

Necesitatile de nichel nu sunt cunoscute. Dintre alimente, o cantitate destul
de mare de nichel contine ceaiul, vegetalele verzi cu frunze, tuberculii, fructele si
semintele [261].

e Analiza datelor obtinute prin spectrofotometrie de absorbtie atomica

Determinarile continutului de elemente minerale din extractele carotenoidice
obtinute si din materiile prime utilizate, realizate prin spectrofotometrie de absorbtie
atomica, potrivit modului de lucru descris la 3.2.1.6. au condus la rezultatele
prezentate mai jos:

= Elementele minerale prezente in extractele din porumb (Zea mays) si in
faina de porumb

Au fost determinate mai multe elemente minerale din materiile prime si din
extractele carotenoidice obtinute din mai multe tipuri de hibrizi de porumb (Zea
mays) NSSK444, NSSK640, NSSK420, Lovrin 400, Laureat, Florencia (3.2.1.2.).
Rezultatele obtinute sunt prezentate in figurile 3.56.-3.61., respectiv tabelele 3.29.
si 3.30.

Continut de elemente minerale din faina si extract din
porumb Lovrin 400
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K Na Ca Mg Fe Mn Cu Zn Pb Co Cr Ni

Figura 3.56.- Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din fdina de porumb Lovrin 400 si extractul carotenoidic din porumb Lovrin 400
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Figura 3.57. - Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din faina de porumb NSSK 444 si extractul carotenoidic din porumb NSSK 444
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Figura 3.58. - Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din faina de porumb NSSK 640 si extractul carotenoidic din porumb NSSK 640

ppm

400
350
300
250
200
150
100

50

Continut de elemente minerale din faina si extract din
porumb NSSK 420
0
0 @ Faina Porumb —
NSSK 420

0 @ Extract Porumb
0 NSSK 420 =
0
0
0
0
0

K Na Ca Mg Fe Mn Cu Zn Pb Co Cr Ni

Figura 3.59. - Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din faina de porumb NSSK420 si extractul carotenoidicdin porumb NSSK420
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Continut de elemente minerale din faina si extract de
porumb Florencia
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Figura 3.60. - Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din faina de porumb Florenta si extractul carotenoidic din porumb Florencia

Continut de elemente minerale din faina, extract
saponificat si nesaponificat de porumb Laureat
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Laureat —1
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Figura 3.61.- Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm) din
faina de porumb Laureat, din extractul carotenoidic din porumb Laureat si din
extractul de porumb Laureat nesaponificat

Tabelul 3.29.

Continutul de elemente minerale (ppm) din hibrizii de porumb Lovrin 400, NSSK444, NSSK640
si extractele carotenoidice obtinute din acestia

Extract Faina Faina Extract Faina Extract
Material porumb porumb porumb porumb porumb porumb
Lovrin 400 Lovrin 400 NSSK444 NSSK444 NSSK640 NSSK640
Cod ExP_L FP_L FP_444 ExP_444 FP_640 EXFP_640
K 3006 3841 3833 1734 3698 969,75
Na 131,2 1569,56 1586,81 49,06 176,28 23,72
Ca 275 319,8 266,5 166,85 309,2 120,9
Mg 224,56 2858 2999 0 785,28 12,61
Fe 49,1 116,9 99,5 141,7 52,3 41,04
Mn 0 0 0 0 0 0
Cu 0,349 2,512 0,407 0,1985 0,091 0,2676
Zn 0,5889 2,378 2,007 1,455 0,268 0,8561
Pb 0,33 0,38 0,35 0,185 0,28 0,102
Co 0 0 0 0 0 0
Cr 0,065 0,086 0,119 0,086 0,098 0,297
Ni 0,124 0,159 0,169 0,1625 0,136 0,0762
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Se poate constata ca in cazul metalelor grele cu potential toxic, nu sunt
depasite limitele legale admisibile [265,266], nici pentru materiile prime, nici
pentru extracte, cu o singura exceptie: in fdina de porumb Laureat, continutul de Cu
este de 6,53 ppm, limita admisa de lege fiind de 5,00 ppm. Continutul celorlalte
elemente minerale din materiile prime se incadreaza in limitele indicate de datele de
literatura [207,208].

Potasiul este macroelementul cel mai bine reprezentat atat in faina de
porumb cat si in extractele carotenoidice. Continutul de K in faina hibrizilor de
porumb analizati variaza intre 4028,90 ppm - pentru hibridul Florenta si 3663,00
ppm - pentru hibridul Laureat. In extractele carotenoidice, continutul de potasiu
variaza inte 3006,00 ppm- pentru extractul din hibridul Lovrin 400 si 969,75 ppm -
pentru extractul din hibridul NSSK640. In cazul extractului nesaponificat din porumb
Laureat, concentratia de potasiu (3241,60 ppm) este mai mica decat in faina
(3663,00 ppm), dar mai mare decat in extractul final saponificat (1027,89 ppm).

Sodiul se gaseste in cantitate mult mai mica decat potasiul, atat in fdina de
porumb, cat si in extracte. In fdina de porumb, continutul de sodiu variaza intre
176,28 ppm- in cazul hibridului NSSK640 si 1586,81 ppm- pentru hibridul NSSK444.
Continutul de Na din extractele carotenoidice finale este mult mai mic decat cel din
materiile prime din care provin, fiind cuprins intre 23,72 ppm - in cazul extractului
din porumb NSSK640 si 131,20 ppm - pentru extractul din porumb Lovrin 400. In
extractul nesaponificat din porumb Laureat, continutul de Na (100,61 ppm) este
mult mai mic decat in fainad (1284,95 ppm), dar mai ridicat decat in extrcaul final
saponificat (27,65 ppm), sarurile de sodiu fiind Tn mare masura eliminate din acesta.

Calciul, macroelement foarte important pentru organism se afld si el in
cantitate destul de ridicata in faina de porumb si in extractele carotenoidice,
continutul de calciu variind la faina intre 229,40 ppm - pentru hibridul NSSK420 si
319,80 ppm - pentru hibridul Lovrin 400, iar la extracte, intre 97,02 ppm- pentru
extractul din hibridul Florenta si 275,00 ppm - in extractul din porumbul Lovrin 400.
In extractul nesaponificat din porumb Laureat, continutul de Ca este (asa cum am
mentionat anterior) mai ridicat decat in faina si decat in extractul saponificat, ceea
ce arata ca acest element se indeparteaza din extract in special dupa saponificare.

Magneziul este prezent in cantitati mai ridicate decat Ca in faina de porumb,
variind intre 3454,00 ppm - pentru hibridul Florenta si 783,28 ppm - pentru hibridul
NSSK640. Extractele carotenoidice sunt mult mai sarace in magneziu, acest element
fiind chiar absent in extractele din porumb NSSK444, NSSK420, Florenta si Laureat;
in cazul hibrizilor Lovrin 400 si NSSK640, continutul de magneziu din extractele
carotenoidice este de 224,56 ppm, respectiv 12,61 ppm, iar in extractul nesapo-
nificat din hibridul Laureat continutul este de 131,70 ppm (mai mare decéat in
extractul final saponificat, in care nu s-a indentificat magneziul). Desi in faina de
porumb magneziul este in cantitate mai mare decat calciul, se observa faptul ca
magneziul lipseste dim multe extracte carotenoidice, fiind eliminat complet in
procesul de extractie, pe cand calciul se regaseste in toate extractele, compusii
carotenoidici retindnd acest macroelement.

Fierul, metal esential pentru organism, este bine reprezentat in faina de
porumb, variind intre 52,30 ppm - pentru porumbul NSSK640 si 141,70 ppm -
pentru porumbul NSSK420. In extractele carotenoidice, concentratia de fier este
numai putin mai scazuta decat in materia prima, variind intre 41,04 ppm - pentru
hibridul NSSK640 si 141,70 ppm - pentru hibridul NSSK444. Se observa in cazul
acestui element, ca extractul din porumb NSSK444 este mai bogat in fier decat
materia prima, acest extract avand aceeasi concentratie de fier ca si faina din
porumb NSSK640, care este cea mai bogatd in acest metal dintre toate tipurile de
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fainda de porumb analizate. De asemeni se poate constata ca fierul nu se
indeparteaza prin procesul de saponificare a extractelor, concentratia in extrcatul
nesaponificat din porumb Laureat, fiind mai mica (22,30 ppm) decat concentratia
din extractul final saponificat (93,00 ppm).

Manganul nu a fost decelat in nici unul din tipurile de faina de porumb si nici
in extractele carotenoidice din faina de porumb.

Cuprul, microelement esential pentru organism, dar care peste anumite
limite de concentratie devine toxic ( limita maxima legalda de concentratie pentru
faina de porumb: 5,00 ppm [265]), se afla in concentratii reduse in fdina de
porumb, cu exceptia fainii din hibridul Laureat, in care este depdsita concentratia
maxima stabilita de legislatie cu 1,53 ppm. In exractele carotenoidice, concentratiile
de Cu sunt mai mici decat in materiile prime, cu exceptia extractului din porumb
NSSK640, unde cantitatea de Cu (0,26 ppm) este putin mai mare decat in materia
prima (0,09 ppm). Cuprul nu se indeparteaza din extracte prin saponificare,
concentratia acestui element in extractul nesaponificat fiind mai mica (0,015 ppm) decat
in extractul saponificat (0,19 ppm).

Zincul, ca si cuprul, este un microelement esential pentru organism dar care
in anumite concentratii poate deveni toxic. Acesta se afla in faina de porumb fin
cantitati variind intre 0,26 ppm - pentru hibridul NSSK640 si 2,82 ppm - pentru
hibridul Laureat. Valorile se gasesc mult sub limita maxima legala care, pentru faina
de porumb, este de 15 ppm [265]. In extracte, continutul de Zn este mai mic decéat
in materiile prime, cu exceptia extractului din porumb NSSK640, unde zincul se
gaseste in concentratie mai mare (0,85 ppm), decat in materia prima (0,26 ppm).
Ca si cuprul, nici zincul nu se indeparteaza prin saponificare, concentratia acestui
metal in extractul final saponificat fiind mai mare (0,87 ppm) decat in extractul
nesaponificat (0,17 ppm - hibridul Laureat).

Plumbul, metal greu cu un caracter toxic pronuntat, se afla in faina de
porumb in cantitati mai mici decat limita maxima legala (1,00 ppm - pentru faina de
porumb [265] variind TntreA 0,28 ppm - pentru hibridul NSSK640 si 0,53 ppm -
pentru hibridul Laureat. In extractele carotenoidice, plumbul se gaseste in
concentratii mai mici decat in faina (intre 0,069 ppm - pentru extractul din porumb
Florenta si 0,33 ppm - pentru extractul din porumb Lovrin 400. Plumbul se
indeparteaza din extracte in urma saponificarii acestora, continutul in acest metal
fiind mai mare in extractul nesaponificat din porumb Laureat (0,23 ppm), decét in
exractul saponificat (0,12 ppm).

Cobaltul nu a fost evidentiat nici in faina de porumb, nici in extractele
carotenoidice din faina de porumb.

Cromul se gaseste in cantitati foarte mici in faina de porumb (intre 0,081 ppm -
pentru hibridul Florenta si 0,119 ppm - pentru hibridul NSSK444) si in extractele
carotenoidice din faina de porumb (intre 0,049 ppm - pentru extractele din porumb
Florenta si Laureat, 0,29 ppm -pentru extractul din porumb NSSK640). Se constata
ca, in cazul porumbului NSSK640, concentratia de crom este mai mare in extractul
carotenoidic (0,29 ppm) decat in faina (0,098 ppm). Urmele de crom nu se
indeparteazd in urma saponificarii extractului, continutul de crom din extractul
saponificat fiind mai ridicat (0,049 ppm) decat in extractul nesaponificat (0,003 ppm).

Nichelul a fost determinat in concentratii mici in faina de porumb (intre
0,136 ppm - pentru hibridul NSSK640 si 0,273 ppm - pentru hibridul Laureat), n
extractele carotenoidice, acest continut fiind si mai mic (0,068 ppm - pentru
extractele din porumb NSSK420 si Florenta, 0,162 ppm - pentru extractul din
porumb NSSK444). Urmele de nichel din extracte nu se indeparteaza prin
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saponificarea acestora, continutul in acest metal fiind mai mare n extractul
saponificat (0,117 ppm) decat in cel nesaponificat (0,097 ppm).

= Elementele minerale prezente in extractele carotenoidice din fructe de
catina alba (Hippophae rhamnoides) si in fdina de catina alba

Au fost determinate elementele minerale prezente in extractul carotenoidic
final din fructe de catina alba (Hippophae rhamnoides), soiul Delta 1 (vezi 3.2.1.2.-
Partea experimentald), din extractul nesaponificat, precum si din materia prima
utilizata (figura 3.62., tabelul 3.31.)

In cazul fainii din fructe de catina, soiul Delta 1, se poate observa ca toate
elementele minerale se afla in cantitate mai mare in materia prima si mult mai mica
in extractul carotenoidic; de asemeni, extractul nesaponificat contine mai multe
minerale decét cel saponificat.

Dintre macroelemente, cel mai bine reprezentat este potasiul - atat in
material prima cat si in extracte (4313,30 ppm - in fdina de catina, 3384,00 ppm -
in extracul nesaponificat, 3002,00 ppm - in extractul saponificat). Dupa potasiu, cel
mai bine reprezentat element in faina de catina alba este magneziul (3403,10 ppm)
si apoi sodiul (2814,00 ppm), iar in extracte- calciul (235,10 ppm - in extractul
saponificat, respectiv 295,10 ppm - in extractul nesaponificat), urmat de sodiu si
magneziu care se gasesc in cantitdti aproape identice (Na: 173,30 ppm - in
extractul saponificat, respectiv 197,57 ppm - in cel nesaponificat; Mg: 171,67 ppm
- Tn extractul saponificat, respectiv 191,63 ppm - in cel nesaponificat)

Continutul de elemente minerale din faina, extract
saponificat si nesaponificat de catina
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Figura 3.62. - Reprezentarea grafica continutului de elemente minerale (ppm) din
faina de fructe de catind alba, din extractul carotenoidic din fructe de catina alba
si din extractul de catind nesaponificat

Dintre metale, cel mai bine reprezentat este fierul (605,30 ppm - in faina de
catind alba, 42,10 ppm - in extractul saponificat, 61,80 ppm - in extractul nesapo-
nificat), manganul si cobaltul nu se regasesc nici in faina, nici in extracte, iar celelalte
metale se afla in cantitati foarte reduse, sub limita maxima impusa de lege [265].

Comparativ cu faina de porumb, se remarca faptul ca faina de catind este
mai bogata in K, Na, Ca, Mg (cu exceptia hibidului de porumb Florenta - mai bogat
in magneziu), iar extractul saponificat din catina alba este mai bogat decét
extractele din porumb in: K, Ca, Mg (cu exceptia hibridului Lovrin 400) si Na.
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Tabelul 3.31.
Continutul de elemente minerale (ppm) din faina de fructe de catina alba si din extractul
carotenoidic saponificat si cel nesaponificat obtinute din aceasta

Material Faina catina Delta 1 Extract catina Delta 1 Extract catm_a_DeIta 1
nesaponificat
Cod C ExC ExC_nesap.
K 4313,3 3002 3384
Na 2814 173,3 197,57
Ca 1657,3 235,1 295,1
Mg 3403,1 171,67 191,63
Fe 605,3 42,1 61,8
Mn 0 0 0
Cu 1,295 0,039 0,055
Zn 3,139 0,296 0,3554
Pb 0,61 0,25 0,3
Co 0 0 0
Cr 0,125 0,018 0,045
Ni 0,191 0,109 0,112

= Flementele minerale prezente in extractele carotenoidice din flori de
gdlbenele (Calendula officinalis) si in materia prima

Elementele minerale prezente in florile uscate de galbenele (Calendula
officinalis) si in extractul final obtinut (vezi 3.2.1.2. - Partea experimentald), sunt
prezentate in figura 3.63., respectiv tabelul 3.32.

Continut de elemente minerale din flori si extract din
flori de gélbenele
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Figura 3.63. - Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale
(ppm) din flori galbenele si extractul carotenoidic din flori de géalbenele

Tabelul 3.32.
Continutul de elemente minerale (ppm) din flori galbenele si extractul carotenoidic
din flori de galbenele

Material Flori gélbenele Extract flori galbenele
Cod FIG ExFIG
K 4047 1732
Na 2795 82,3
Ca 2613,3 2114
Mg 2992 31,14
Fe 1050,4 87,5
Mn 0,339 0
Cu 0,282 0,068
Zn 2,61 1,715
Pb 0,08 0
Co 0,007 0
Cr 0 0
Ni 0,069 0,006
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Florile de galbenele au un continut ridicat de macroelemente esentiale pen-
tru organism: K - 4047,00 ppm, Mg - 2992,00 ppm, Na - 2795,00 ppm, Ca - 2613,30 ppm,
precum si de fier - 1050,40 ppm. Cantitatile de elemente minerale din extractul
carotenoidic sunt mult mai reduse decat in mareria prima, acestea eliminandu-se in
mare mdsurd in cadrul procesului de extractie.

In florile de galbenele au fost identificate manganul (0,339 ppm) si cobaltul
(0,007 ppm), metale grele ce nu au fost evidentiate in faina de porumb sau in cea de
catind alba; in extractul carotenoidic insa, aceste metale nu se mai regasesc. De
asemeni, nu a fost identificat cromul, nici in faina din fructe de catina alba, nici in
extract. Concentratia metalelor grele in florile de galbenele este sub limita maxima
legala.

Calciul si fierul se afla in florile de galbenele in concentratii net superioare
fata de faina de porumb si cea de catina alba, insa extractele carotenoidice contin
cantitati apropiate din aceste elemente.

= Elementele minerale prezente in extractele carotenoidice din fructe de
piersica (Persica vulgaris) si materia prima

Continutul de elemente minerale din miezul (pulpa) si pericarpul de piersica
(Persica vulgaris), soiul Red Haven ca si din extractele carotenoidice obtinute din
acestea (vezi 3.2.1.2. - Partea experimentala), sunt prezentate in figurile 3.64.,
3.65. (tabelul 3.33.).

Analizand datele obtinute se constata ca pericarpul de piersica prezinta un
continut de elemente minerale mult mai ridicat decat extractul carotenoidic obtinut
din acesta, macro- si microelementele indepartandu-se in mare masura in timpul
procesului de extractie. Si in acest caz, macroelementul cel mai bine reprezentat,
atat in materia prima cat si in extract, este potasiul (3472,80 ppm - in pericarpul de
piersica, respectiv 1465,00 ppm - in extractul din pericarp de piersica).

Continutulde elemente minerale din pericarp si extractul
pericarp de piersica

3500

3000 @ Pericarp Piersici ~ |
2500 B Extract Pericarp ~— |
Piersici
= 2000
S
2 1500

1000

500

K Na Ca Mg Fe Mn Cu Zn Pb Co Cr Ni

Figura 3.64.- Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din pericarp de piersica si extractul carotenoidic din pericarp de piersica

Dupa potasiu, elementele cele mai abundente in pericarpul de piersica si in
extractul carotenoidic din acesta sunt calciul (1033,80 ppm- in pericarp, respectiv 125,40
ppm - in extract) si magneziul (886,75 ppm - in pericarp, respectiv 132,30 ppm - in
extract). Metalele grele se gasesc in pericarpul de piersica in concentratii mai mici
decat limitele maxime prevazute de lege [265], iar prezenta manganului si a
cobaltului nu a fost identificata.
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Continutul de elemente minerale din miez si extract din
miez de piersica
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Figura 3.65.- Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din miez de piersica si extractul carotenoidic din miez de piersica

Tabelul 3.33.
Continutul de elemente minerale (ppm) din pericarp si miez de piersica si din extractele
carotenoidice obtinute din acestea

. - Ly Extract pericarp - I Extract miez
Material Pericarp piersica piersici Miez piersica piersic

Cod PP ExPP MP ExMP

K 3472,8 1465,2 3490 1423
Na 472 45,8 343,9 31,2
Ca 1033,8 125,4 586,5 10,2
Mg 886,75 132,3 354,79 12,23
Fe 71,5 35,4 28,33 81
Mn 0 0 0 0

Cu 0,096 0,028 0,178 0,103
Zn 2,26 0,984 1,49 0,82
Pb 0,29 0,248 0,27 0,23
Co 0 0 0 0

Cr 0,067 0,008 0,261 0,013
Ni 0,167 0,098 0,184 0,1

Datele referitoare la mineralele din miezul de piersica si extractul
carotenoidic din miez de piersica ne releva faptul ca extractul este mult mai sarac,
in toate elementele minerale, comparativ cu materia prima, elementul predominant
cantitativ, si in acest caz, atat in pulpa cat si in extract, fiind tot potasiul. Cantitatile
de potasiu din pulpa de piersica (3490,00 ppm) si din extractul carotenoidic obtinut
din aceasta (1423,00 ppm) sunt foarte apropiate de concentratiile acestui element
in pericarp, respectiv in extractul crotenoidic din pericarp. Concentratiile de Na, Ca,
Mg, Zn si Pb din miezul de piersica si din extractul din miez de piersica sunt mai
scazute decat concentratiile acestor elemente din pericarpul de piersica, respectiv
din extractul carotenoidic din acesta. Fierul, cuprul, cromul si nichelul, sunt insa mai
bine reprezentate in pulpa de piersica, respectiv in extractul carotenoidic din
aceasta, decéat in pericarpul de piersica si in extractul carotenoidic din acesta.
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= Elementele minerale prezente in extractele carotenoidice din flavedo si
albedo de portocala (Citrus sinensis) si in materia prima

Concentratiile elementelor minerale din flavedo si albedo de portocala
(Citrus sinensis) soiul Valencia si din extractele carotenoidice obtinute din acestea
(vezi 3.2.1.2. - Partea experimentald) sunt prezentate in figurile 3.66., 3.67.
(tabelul 3.34.)

Continutul de elemente minerale din flavedo si extract
flavedo
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Figura 3.66. - Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale
(ppm) din flavedo-portocale si extractul carotenoidic din flavedo-portocale

Continutul de elemente minerale din albedo si extract
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Figura 3.67. - Reprezentarea grafica continutului de elemente minerale (ppm)
din albedo-portocale si extractul carotenoidic din albedo-portocale

Datele obtinute pentru flavedo de portocald ne indica un continut de
elemente minerale mai ridicat in materia prima decat in extractul carotenoidic, cu
exceptia cuprului (0,222 ppm - in extract, respectiv 0,154 ppm - in materia prima).
Elementul cel mai bine reprezentat si in material prima si in extract este tot potasiul
(3563,00 ppm - in materia prima, 1547,00 ppm - in extract), urmat de calciu
(3743,00 ppm - in material prima, 251,30 ppm - in extract). Dintre metalele grele,
in materia prima nu a fost identificat manganul, iar in extract- manganul si cobaltul;
celelalte metale grele se gdsesc sub limita maxima admisa de lege [265].
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Tabelul 3.34.

Continutul de elemente minerale (ppm) din flavedo si albedo de portocalad si din extractele
carotenoidice obtinute din acestea

Material FIavedov Extract flavedo Albedov Extract albedo
portocala portocala
Cod FI ExFI Al ExAIl
K 3563 1547 3661 1557
Na 1048,76 67,21 881,72 64,18
Ca 3743 251,3 4361 283,15
Mg 1308,25 52,26 357,85 58,15
Fe 56,1 35,8 69,3 26,55
Mn 0 0 0 0
Cu 0,154 0,222 0,287 0,072
Zn 2,195 1,515 2,279 1,255
Pb 0,25 0,25 0,3 0,2
Co 0,009 0 0,002 0
Cr 0,075 0,01 0,146 0,0055
Ni 0,161 0,1 0,2 0,069

Continutul de potasiu in albedo de portocala (3661,00 ppm) si in extractul

din albedo de portocala (1557,00 ppm) este putin mai ridicat decat cel din flavedo si
extractul din flavedo, acest element fiind cel majoritar si in acest caz. De asemeni,
se poate observa c3d si concentratia de calciu este mai mare in albedo (4361,00
ppm) si in extractul din albedo (283,15 ppm) decéat in flavedo si extractul obtinut
din acesta. Dintre metalele grele, manganul nu a fost identificat in albedo de
portocald, iar in extractul din albedo nu s-a evidentiat nici manganul, nici cobaltul.
In ceea ce priveste celelalte metale grele determinate, concentratia acestora este
sub limita maxima legald [265].

= Elementele minerale prezente in extractele carotenoidice din tulpina de
rostopasca (Chelidonium majus) si in material prima

Au fost determinate elementele minerale din tulpina de

rostopasca

(Chelidonium majus) si in extractul carotenoidic obtinut din aceasta, datele obtinute
fiind reprezentate in figura 3.68., respectiv tabelul 3.35.

ppm
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Figura 3.69. - Reprezentarea grafica a continutului de elemente minerale (ppm)
din tulpina de rostopasca si extractul carotenoidic din tulpina de rostopasca
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Tabelul 3.35.
Continutul de elemente minerale (ppm) din tulpina
de rostopasca si extractul carotenoidic din tulpina de rostopasca
Material Rostopasca Extract rostopasca
Cod R ExR
K 4441 1004
Na 357,97 29,6
Ca 4420 96,42
Mg 472,26 0
Fe 379 65,22
Mn 0,076 0
Cu 0,21 0,0171
Zn 2,135 0,463
Pb 0,26 0,066
Co 0 0
Cr 0,176 0,036
Ni 0,234 0,048

Si in cazul tulpinii de rostopascd, se poate observa ca extractul carotenoidic
este mult mai sarac in elemente minerale decat materia prima. Elementul cel mai
raspandit atat in materia prima cat si in extract este tot potasiul (4441 ppm - in
materia prima, respectiv 1004 ppm - in extract), urmat de calciu (4420 ppm - in
materia prima, respectiv 96,42 ppm - in extract). Se constata ca magneziul, desi
este bine reprezentat in materia prima (472,26 ppm), nu se mai regaseste de loc in
extractul carotenoidic, fiind Tndepartat complet in timpul procesului de extractie.
Fierul se gaseste in cantitati apreciabile in tulpina de rostopascd (379 ppm) si in
extractul carotenoidic obtinut din aceasta (65,22 ppm). In ceea ce priveste metalele
grele, in materia prima nu a fost identificat cobaltul, iar in extract: magneziul,
manganul si cobaltul. Toate celelalte metale grele se gasesc sub limita maxima
admisa de lege [265], atat in materia prima cat si in extract.

e Analiza multivariata (PCA) a datelor privind elementele minerale
din materiile prime si din extracte

Pentru analiza multivariatd s-au utilizat ca date de intrare concentratiile
elementelor minerale (ppm) din diverse probe de materii prime vegetale si extracte
carotenoidice supuse analizelor. Cazurile au fost codificate in functie de tipul
probelor (conform tabelelor 3.29.-3.35.).

Prelucrarea multivariata a intregii cantitati de date a condus la clasificarea
foarte buna a cazurilor, prima componenta principala explicand varianta datelor. Din
graficul scorurilor (figura 3.70.) se poate observa ca toate probele prelevate din
materiile prime vegetale sunt separate in partea dreaptd, cele provenite din
etractele carotenoidice fiind separate in partea stdngd a graficului, aceasta indicand
faptul ca materiile prime prezinta concentratii mai mari de minerale decat extractele
carotenoidice. Se observa o separare a extractului din porumb nesaponificat si a
extractului din porumb Lovrin 400 , catre zona centrald a graficului, fatd de celelalte
extracte care sunt toate grupate in partea stdnga, ceea ce indica faptul ca aceste
probe sunt mai bogate in elemente minerale dacat celelalte extracte.Variabilele
importante pentru aceste grupari au fost: K, Mg, Ca si Na, in cazul primei
componente principale, asa cum se observa si din graficul inregistrarilor (figura
3.71.).
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Figura 3.70. - Graficul scorurilor PC2 vs PC1 la utilizarea in analizd a intregii cantitati de date

PC2 X-loadings

1.0 — -

Ca

0.5 — :
0 tme—F oK

Na

0.5 —| e
Y1

T T T T T T T

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

RESULT1, X-expl: 61%,29%

Figura 3.71. - Graficul inregistrarilor PC2 vs PC1 la utilizarea in analiza a intregii cantitati de

date.
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X-variance Residual Variance
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Figura 3.72. - Varianta reziduald ce furnizeaza numdarul de componente principale
reprezentative in cazul analizei PCA pentru toate probele analizate

La analiza multivariata a datelor privitoare la florile de galbenele, fructele de
catina, albedo-portocale, flavedo-portocale, rostopasca, miez si pielita de piersica,
precum si a extractelor carotenoidice obtinute din aceste materiale vegetale, se
observa ca toate probele provenite din extractele carotenoidice sunt separate in
partea stanga a graficului, probele corespunzatoare materiilor prime fiind in dreapa
graficului, ceea ce are semnificatia unei incarcaturi mai mari cu elemente minerale
in materiile prime decat in extracte (figura 3.73.). Probele corespunzatoare
extractului de catina nesaponificat si saponificat sunt mai apropiate de zona centrala
a graficului, indicand o incarcatura minerala mai mare decat a celorlalte extracte
care sunt toate grupate im partea stanga. Variabilele importante pentru aceste
grupari au fost: Ca si K., in cazul primei componente principale (figura 3.74.).

Analizdnd numai datele privitoare la diferitii hibrizi de porumb studiati, se
poate observa ca toate probele corespunzatoare extractelor carotenoidice sunt
grupate in stdnga graficului, iar cele corespunzatoare materiilor prime sunt grupate
in dreapta graficului (figura 3.76.), principalele elemente responsabile pentru prima
clasificare fiind: Mg si K (figura 3.77.). Din figura 3.76. se poate observa ca
extractul din porumb nesaponificat si cel din porumb Lovrin 400 sunt mai bogate in
elemente minerale decat celelalte extracte din porumb, fiind mai apropiate de
portiunea centrala a graficului.
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Figura 3.73.- Graficul scorurilor PC2 vs PC1 luédnd in analizd datele pentru: flori galbenele,
albedo portocala, flavedo portocald, piersica, tulpind rostopasca, catina alba
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Figura 3.74.- Graficul inregistrarilor PC2 vs PC1 la utilizarea in analiza a datelor pentru: flori

gdlbenele, albedo portocala, flavedo portocala, piersica, tulpind rostopasca, catind alba
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Figura 3.75. Varianta reziduala ce furnizeaza numarul de componente principale
reprezentative in cazul analizei PCA pentru probele de flori galbenele, albedo portocala,
flavedo portocald, piersica, tulpind rostopasca, catina alba
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Figura 3.76. - Graficul scorurilor PC2 vs PC1 luand in analizd datele pentru hibrizii de porumb
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Figura 3.77.- Graficul inregistrarilor PC2 vs PC1 la utilizarea in analizd a datelor pentru
hibrizii de porumb
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Figura 3.78.- Varianta reziduala ce furnizeaza numarul de componente principale
reprezentative in cazul analizei PCA pentru hibrizii de porumb
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e Concluzii

In urma analizei datelor referitoare la continutul in elemente minerale din

materiile prime si extractele carotenoidice analizate, se pot desprinde urmatoarele
concluzii:

1.

Au fost determinate, prin spectrofotometrie de absorbtie atomica, 12 elemente
minerale (K, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Pb, Co, Cr, Ni) din materiile prime si din
extractele carotenoidice obtinute din: mai multi hibrizi de porumb (Zea mays):
NSSK444, NSSK640, NSSK420, Lovrin 400, Laureat, Florenta, fructe de catina
albd (Hippophae rhamnoides), soiul Delta 1, flori de gdlbenele (Calendula
officinalis), pulpa si pericarp de piersica (Persica vulgaris), soiul Red Haven,
flavedo si albedo de portocald (Citrus sinensis), soiul Valencia, tulpind de
rostopasca (Chelidonium majus).

Toate macroelementele din materiile prime, se afla in concentratii care se
incadreaza in limitele prevazute de literaturd. Macroelementele din extractele
carotenoidice se gasesc in concentratii mult mai mici decat in materiile prime,
acestea eliminandu-se in mare masura in urma procesului de extractie.

Potasiul este elementul mineral cel mai bine reprezentat in toate probele, atat in
materiile prime, cat si in extracte.

Cea mai mare concentratie de potasiu din materiile prime analizate se gaseste in
tulpina de rostopasca (4441,00 ppm), iar cea mai mica in pielita de piersica
(3472,80 ppm); in cadrul extractelor carotenoidice, potasiul se afla in cantitatea
cea mai mare in extracul din porumb Lovrin 400 (3006,00 ppm) si in cea mai
mica in extractul din porumb NSSK640 (969,75 ppm).

Sodiul este cel mai bine reprezentat in florile de galbenele (2795,00 ppm) si in
extractul carotenoidic din porumb Lovrin 400 (131,20 ppm), iar cel mai putin, in
faina de porumb NSSK640 (176,28 ppm) si in extractul din faina de porumb
NSSK640 (23,72 ppm).

Concentratia cea mai mare de calciu se afla in tulpina de rostopasca (4420,00
ppm) si in extractul carotenoidic din albedo de portocala (283,15 ppm), iar cea
mai mica in faina de porumb NSSK420 (229,40 ppm) si in extractul carotenodic
din miez de piersica (10,20 ppm).

Magneziul se gaseste in cantitatea cea mai mare in faina de porumb Florenta
(3454,00 ppm) si in extractul din porumb Lovrin 400 (223,56 ppm), iar cea mai
mica, in miezul de piersica (354,79 ppm) si in extractul carotenoidic din miez de
piersica (12,23 ppm). Se constatd ca magneziul este absent in extractul din
tulpina de rostopasca, in extractul din porumb NSSK444, in extractul din porumb
Florenta si in extractul din porumb Laureat, acest element indepartéandu-se
complet ca urmare a procesului de extractie, desi materiile prime
corespunzatoare sunt bogate in acest element.

Fierul este cel mai bine reprezentat in florile de galbenele (1050,40 ppm) si in
extractul carotenoidic din porumb NSSK444 (141,70 ppm), cel mai putin gasindu-
se in faina de porumb NSSK640 (52,30 ppm) si in extractul din albedo de
portocala (26,55 ppm).

Dintre metalele grele manganul si cobaltul se gasesc numai in cateva materii
prime si in cantitati foarte mici: Mn - in florile de gdlbenele (0,339 ppm) si in
tulpina de rostopasca (0,076 ppm), Co -in flavedo (0,009 ppm) si albedo (0,002
ppm) de portocald, precum si in florile de gdlbenele (0,007 ppm). Celelalte
metale grele se gasesc sub limita maxima admisa de lege, cu o singura exceptie:
Cu din faina de porumb Laureat, a carui concentratie (6,53 ppm) depaseste limita
maxima legala (5,00 ppm).
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10. Analiza multivariata (PCA) a intregii cantitati de date referitoare la concentratia de
elemente minerale din probele analizate, a dus la o buna grupare a materiilor
prime, respectiv a extractelor, variabilele responsabile pentru aceasta clasificare
fiind: K, Mg, Ca si Na. O buna clasificare a cazurilor s-a obtinut si la analiza
multivariata a datelor privitoare la florile de galbenele, fructele de catina, albedo-
portocale, flavedo-portocale, rostopasca, miez si pericarp de piersica, elementele
importante pentru aceste grupari fiind Ca si K., in cazul primei componente
principale. Analizand numai datele privitoare la diferitii hibrizi de porumb studiatj,
s-a obtinut de asemenea o bunad grupare a cazurilor, principalele elemente
responsabile pentru prima clasificare fiind: Mg si K

3.3.1.4. Determinarea activitatii antimicrobiene a unor extracte
carotenoidice din porumb (Zea mays), catina alba (Hippo-
phae rhamnoides) si rostopasca (Chelidonium majus)

A fost testat efectul antimicrobian al unor extracte carotenoidice obtinute
(conform 3.2.1.2.- Partea experimentald) din: porumb (Zea mays), hibrizii NSSK444
si NSSK640, catina alba (Hippophae rhamnoides) - soiulrile Delta 1 si Ciumasi si
rostopasca (Chelidonium majus), comparativ cu cel al antibioticului Ciprofloxacina
(antibiotic sintetic, cu spectru larg, din grupa fluorochinolonelor). S-a utilizat metoda
de lucru si 5 specii de microorganisme, dintre care 4 bacterii si o ciuperca
microscopica, prezentate la 3.2.1.7. (Partea experimentald).

Rezultatele testelor microbiologice efectuate sunt urmatoarele (tabelul
3.36., figurile 3.79.-3.85.):

Tabelul 3.36.
Efectul antimicrobian al unor extracte carotenoidice, comparativ cu cel
al antibioticului Ciprofloxacina

Diametrul zonei de inhibitie (mm) al extractelor de caroten din:
Cati Rostopasca Diame-
na - trul
. Porumb Porumb . Catina "
Specia Ciu Fr Fr FI Fl zonei de
microbia | NSSK444 | NSsKke4o | . Deltal *) *) %) %) | inhibitie
na i (mm) al
ct | c2 | c1 | c2|ct|c1|c2|c1| c2| c1|ca C)'(p",?;"’,.'
Staphylo-
coccus 16 12 32 12 12 20 10 10 8 10 8 30
aureus
Bacillus 28 | 10 | 26 | 10| 10| 10| 10| 12| 10] 10] 6 30
cereus
Pseudom
onas 32 10 | 30 10 6 10 6 20 6 6 6 6
aerugino
sa
Escherich |35 | 10 | 18 | 10 | 14 | 15 | 10 | 10 | 10 | 10 | & 20
ia coli
Candida | 55 | g | 18 | 8 | 12 | 14 | 8 | 10 | 8 8 6 6
albicans

*)  Fr- frunza; FI- flori;
**) C1- concentratia extractului carotenoidic in eter de petrol = 0,2 g/ml; C2 - concentratia
extractuAIui carotenoidic in eter de petrol = 0,02 g/ml.
In paralel s-a efectuat si proba martor cu eter de petrol, care nu a prezentat

nici un fel de effect antimicrobian.
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Pe ansamblu, s-a constatat cd extractele din porumb au un efect antimicrobian
mult mai bun (la ambele concentratii) comparativ cu cele din catina si rostopasca, atat
fata de bacteriile Gram negative, cat si fata de cele Gram positive. Acest lucru se poate
explica prin prezenta in aceste extracte a B-carotenului si a altor carotenoide cu activitate
antimicrobiana puternica [267,268], ca si prin concentratia ridicatad de carotenoide din
aceste extracte (82,30 % - pentru NSSK444 si 78,22% - pentru NSSK640). La
concentratia de 0,02 g/ml, efectele extractelor carotenoidice din cei doi hibrizi de porumb
studiati au fost identice (aceleasi dimensiuni ale zonelor de inhibitie pentru fiecare tip de
microorganism).

Efecte antimicrobiene bune prezintd si extractul din frunze de rostopasca la
concentratia de 0,2 g/ml. Extractul carotenoidic din flori de rostopasca are o activitate
antioxidanta mai scazutda decat cel din frunze, concentratia de carotenoide din acest
extract fiind mai redusa (71,72%) decat cea din extractul din frunze (73,67%) - vezi
3.3.1.1.

Extractul din fructe de catina alba, soiul Delta 1, prezinta si el efecte antimicrobiene
remarcabile, desi nu au fost evidentiate in componenta sa luteina si zeaxantina. Acest
extract, cu toate ca are o concentratie de carotenoide mai mica (71,76%) decat cel din
soiul Ciumasi (72,12%), prezinta in componenta sa mai multe tipuri de pigmenti
carotenoidici care alaturi de uleiurile esentiale existente determina o actiune
antimicrobiana mai puternica decét extractul din soiul Ciumasi, in care a fost identificat
numai p-carotenul (vezi 3.3.1.1.)

De remarcat este faptul cd Pseudomonas aeruginosa s-a dovedit relativ rezistenta
la antibiotic, dar a fost distrusa de extractele carotenoidice din ambii hibrizi de porumb
(figurile 3.79., 3.80.) atat la concentratia de 0,2 g/ml, cat si la 0,02 g/ml. De asemeni,
asupra acestei specii prezinta efect antimicrobian puternic si extractul carotenoidic din
frunze de rostopasca, dar numai la concentratia de 0,2 g/ml si, un efect mai modest,
extractul din catina alba soiul Delta 1, numai la concentratia de 0,2 g/ml.

Figura 3.79. - Efectul bactericid al extractelor
carotenoidice din porumb NSSK444 (C1), NSSK640 (C1),
catind Ciumasi (C1), flori de rostopasca (C2) si a
antibioticului, asupra speciei Ps. aeruginosa

Figura 3.80.- Efectul bactericid al extractelor
carotenoidice din porumb NSSK444 (C2), NSSK640 (C2),
catind Delta 1 (C1) si frunze de rostopasca (C2) asupra

speciei Ps. aeruginosa

Dintre microorganismele testate cel mai sensibil s-a dovedit a fi Staphylococcus
aureus, urmat de specia Bacillus cereus (figurile 3.81.-3.83.).

Astfel, in cazul speciei S. aureus extractul carotenoidic cu cel mai puternic efect a
fost cel din porumb NSSK640, la concentratia de 0,2 g/ml, urmat de extractul din catina
alba, soiul Delta 1, la aceeasi concentratie. De remarcat este faptul cad extractul din
porumb NSSK640, la concentratia de 0,2 g/ml, prezintd un efect antimicrobian mai
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puternic asupra acestei specii, decat ciprofloxacina. Dintre extactele analizate, cele din
rostopasca prezinta cel mai slab efect antibacterian asupra S. aureus. Chiar la
concentratia de 0,2 g/ml efectul este mai slab decat al extractelor din porumb la
concentratia de 0,02 g/ml.

Asupra speciei Bacillus cereus cel mai puternic efect antimicrobian il prezinta
extractul din porumb NSSK444 (0,2 g/ml), urmat de cel din porumb NSSK640 (0,2 g/ml)
si cel din frunze de rostopasca (0,2 g/ml). Nu a avut eficienta asupra acestei specii
extractul din flori de rostopasca de concentratie 0,02 g/ml.

Figura 3.81. - Efectul bactericid al extractelor carotenoidice
din porumb NSSK444 (C1), NSSK640 (C1), catina Ciumasi
(C1), flori de rostopasca (C2) si a antibioticului, asupra speciei
Staphylococcus aureus (stédnga) si Bacillus cereus (dreapta)

Figura 3.82. - Efectul bactericid al Figura 3.83.-Efectul bactericid al
extractelor carotenoidice din porumb extractelor carotenoidice din porumb
NSSK444 (C2), NSSK640 (C2), catina NSSK444 (C2), NSSK640 (C2), catind
Delta 1 (C1) si frunze de rostopasca Delta 1 (C1) si frunze de rostopasca (C2)

(C2) asupra speciei Bacillus cereus asupra speciei Staphylococcus aureus

Extractul din porumb NSSK444 (0,2 g/ml) are o actiune antimicrobiana
asupra speciei Escherichia coli mai puternica decat antibioticul testat (figurile 3.84.,
3.85.). Efecte microbicide moderate asupra acestei specii prezinta si celelalte ex-
tracte carotenoidice, cel mai slab efect fiind cel al extractului din flori de rostopasca.
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Figura 3.84. - Efectul bactericid al Figura 3.85. - Efectul bactericid al
extractelor de carotenoide din din porumb extractelor carotenoidice din porumb
NSSK444 (C1), NSSK640 (C1), catina NSSK444 (C2), NSSK640 (C2), catind Delta
Ciumasi (C1), flori de rostopasca (C2) si a 1 (C1)si frunze de rostopasca (C2) asupra
antibioticului, asupra speciei E. coli speciei E.coli

Ciuperca microscopica testata (Candida albicans) a prezentat rezistenta la
antibiotic, dar a fost cel mai bine inhibata de extractul carotenoidic din porumb
NSSK444, asupra acesteia avand efecte antimicrobiene si celelalte extracte
carotenoidice testate.

e Concluzii

Analizand rezultatele testelor privind actiunea antimicrobiana a extractelor
carotenoidice studiate se pot concluziona urmatoarele:

1. A fost analizat efectul antimicrobian al extractelor carotenoidice din doi
hibrizi de porumb (Zea mays): NSSK444 si NSSK640, din doua soiuri de
catina alba (Hippophae rhamnoides): Delta 1 si Ciumasi, din frunze si din
flori de rostopasca (Chelidonium majus), asupra speciilor Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli si
Candida albicans si s-a constatat ca toate extractele analizate au prezentat o
activitate animicrobiana mai mica sau mai mare.

2. Cel mai puternic efect antimicrobian |-au prezentat extractele carotenoidice
din porumb, acestea actionand chiar si asupra speciilor rezistente la
ciprofloxacina (Pseudomonas aeruginosa si Candida albicans). Acest lucru se
datoreaza continutului ridicat de pigmenti carotenoidici din aceste extracte.

3. Extractul din porumb NSSK640 a prezentat un efect antimicrobian asupra
speciei Staphylococcus aureus mai puternic decat antibioticul testat, iar
extractul din porumb NSSK444, o actiune mai puternicd asupra speciei
Escherichia coli decét ciprofloxacina.

4. Actiune antimicrobiana buna, iclusiv asupra speciilor rezistente la antibiotic,
I-au avut si extractele din fructe de catina alba, soiul Delta 1 si din frunze de
rostopasca, insa numai la concentratia de 0,2 g/ml.

5. Extractele carotenoidice din fructe de catina alba, soiul Ciumasi si din flori
de rostopasca nu au inhibat Pseudomonas aeruginosa.

6. Singurul extract carotenoidic care nu a avut actiune inhibitoare asupra Candida
albicans, a fost cel din flori de rostopasca, la concentratia de 0,02 g/ml.
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3.3.2. Studiul posibilitatilor de aplicare a extractelor carotenoidice
in domeniul medical, farmaceutic, zootehnic si alimentar

3.3.2.1. Efectele unor unguente terpeutice pe baza de extracte
carotenoidice in afectiuni dermatologice

e Efectele unguentului pe baza de extract carotenoidic din boabe de
porumb (Zea mays) in tratamentul unor afectiuni dermatologice

Unguentul terapeutic pe baza de extract carotenoidic din boabe de porumb
(Zea mays), hibridul NSSK444, obtinut potrivit modului de lucru descris la 3.2.2.1.
(vezi Partea experimentald), a fost testat clinic in vivo, la Spitalul Clinic Municipal,
Clinica de Dermato-Venerologie, serviciul ambulator, Timisoara, in perioada
15.06.2003 - 30,03,2004, pe 126 subiecti umani, avand afectiunile specificate la
3.2.2.1. Unguentul s-a dovedit a fi un excelent cicatrizant, epitelizant, antimitotic,
avand o eficienta ridicata in tratamentul ulcerelor de gamba, al leziunilor
postelectrocauterizare, al lupusului eritematos cronic, al cazurilor de intertrigo mixt,
de impetigo, psoriazis, eczeme cronice, fotodermatoze, epiteliom bazocelular (o
forma de cancer de piele). Spre deosebire de tratamentele clasice pe baza de
corticoizi, folosirea acestui unguent nu determina aparitia de efecte secundare
nedorite, cum sunt: atrofii, telangectazii si altele.

Pentru obtinerea unguentului a fost ales extractul din hibridul de porumb
NSSK444, deoarece acest hibrid este mai bogat in pigmenti carotenoidici decat
ceilalti hibrizi de porumb analizati (vezi 3.3.1.1.), activitatea antioxidanta a
extractului carotenoidic este superioara extractelor din ceilalti hibrizi (vezi 3.3.1.2.),
iar actiunea antimicrobiana este foarte buna, chiar asupra unor specii de
microorganisme rezistente la antibiotic (vezi 3.3.1.4.).

Unguentul terapeutic este omogen si prezinta aderenta pe piele si mucoase.
Consistenta la temperaturi cuprinse intre 20-37°C asigurd o stabilitate fizicd a
unguentului si permite aplicarea lui pe piele si mucoase. De asemeni, unguentul
prezinta o buna penetratie in piele. Mirosul este caracteristic, specific lanolinei din
compozitia bazei, iar culoarea este galben-aurie.

Unguentul cu extract carotenoidic din porumb, a fost aplicat de doua ori pe
Zi pe leziunile existente. Dupa 3-4 zile s-a observat disparitia eritemului, a pruritului,
leziunile evoluand favorabil in 1-2 saptamani. S-a remarcat actiunea deosebit de
favorabild a acestui unguent in vindecarea leziunilor eritematoscuamoase caracteristice
lupusului eritematos cronic si psoriazisului.

Cunoscuta actiune anticancerigena a pigmentilor carotenoidici a fost dovedita si in
acest caz, unguentul cu extract carotenoidic din boabe de porumb prezentand o eficienta
deosebita in tratamentul cancerului de piele (epiteliom bazocelular).

Din cazuistica studiata, s-au remarcat cazurile de mai jos ca avand o
evolutie deosebit de favorabila:
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Tabelul 3.37.

Rezultate mai reprezentative ale testarii unguentului terapeutic pe baza de extract
carotenoidic din boabe de porumb (Zea mays)

g_'; Subiect Diagnostic Rezultate

1. V. M., 83 epiteliom bazocelular vindecare aproape completd dupd 20
ani frontal zile de tratament, fara efecte secundare

2. T. I.,_68 lupus eritematos cronic al fetei vindecare: dvupé 10 zile de tratament,
ani faraefecte secundare

3 P. M". >0 dermitd eczematiforma la gamba sténga vmdeacrg gupa 12 zile de tratament,
ani fara efecte secundare

4. P.L., 12 rezems cronics evolutie favgr@bilédupé 7 zile de
ani tratament, fara efecte secundare

5. C.1., 68 insuficientd venoasa cronica a membrelor evolutie deosebit de favorabild dupa 8
ani inferioare si angiodermita pigmentara zile de tratament, fara efecte secundare

6. F. N.,_65 eczem cronicd impetiginatd a gambelor vindecare dupa 15 zile, fara efecte
ani secundare

7. B. A.,_ 61 psoriazis vindecarea leziunilor dupd 10 zile, fara
ani efecte secundare

8. P. D., 60 insuficientd venoasa cronica a membrelor evolutie deosebit de favorabild dupa 7
ani inferioare, ulcere cronice ale gambelor, zile de tratament, fara efecte secundare

cu leziuni de sensibilizare

9. M. 1., 53 eczem cronici a fetei vindecare dupa 7 zile de tratament,
ani fard efecte secundare

10. T.S., 36 porfirie cutanats tardivi vindecare dupa 22 zile de tratament,
ani fard efecte secundare

11. R. M., 50 psoriazis palmo plantar vindecarea leziunilor dupa 8 zile de
ani tratament, fara efecte secundare

12. N. C., 52 melanozs facials. keratoze solare evolutie deosebit de favorabild dupd 9
ani ! zile de tratament, fara efecte secundare

13. T.M., 75 insuficientd venoasa cronica a membrelor vindecare dupa 24 zile de tratament,
ani inferioare si ulcere cronice ale gambelor fard efecte secundare

14. B. A., 22 eczem3 cronics palmari vindecarue udupé 7 zile de tratament,
ani fara efecte secundare

15. P. A., 56 eczemd cronici la glezna stangs vindecarg gupé 10 zile de tratament,
ani fara efecte secundare

16. 1. 1., 48 « . ; vindecare dupa 8 zile de tratament,

) eczema cronicd a fetei o

ani fara efecte secundare

O evolutie mai lenta au avut pacientii cu isuficientd venoasa cronica a
membrelor inferioare, angiodermita pigmentara si porfirie cutanata tardiva, unde
este necesara utilizarea un timp mai indelungat a unguentului, alaturi de folosirea
tratamentului cu venotonice si antiinflamatoare pe cale generala (uz intern).

Incepand cu luna iulie 2006 unguentul pe baza de extract carotenoidic din
porumb se afla in studiu la Spitalul Clinic Municipal, Clinica de Chirurgie Oncologica,
Timisoara (in baza contractului de cercetare nr. GR 179/17.05.2006, pe urmatoarele
tipuri de afectiuni: epiteliom bazocelular, nevi melanici, papiloame cutanate,
observandu-se efecte clare antimitotice care urmeaza a fi studiate in amanuntime.

Acest unguent a fost distins cu medalia de aur la Salonul International de
Inventii, Geneva, aprilie 2006 [205], cu medalia de aur ,Genius” la Salonul
Inernational de Inventii ,Genius”-Budapesta, sepembrie 2006 [269], cu medalia de
bronz la Salonul International de Inventii si Tehnologii Noi, Bucuresti, octombrie
2006 [270], cu medalia de aur si Premiul Special al Juriului acordate de delegatia de
inventatori ARCA de la Zagreb [271], octombrie 2006 si cu medalia de aur la
Salonul International de Inventii, Cercetari si Noi Tehnologii, Brussels, noiembrie
2006 [272].
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e Efectele unguentului pe baza de extract carotenoidic din fructe de
catina alba (Hippophae rhamnoides) in tratamentul unor afectiuni
dermatologice

Unguentul terapeutic pe baza de extract carotenoidic din fructe uscate de
catina alba (Hippophae rhamnoides), soiul Delta 1,obtinut potrivit metodologiei de
lucru descrise la 3.2.2.1. (vezi Partea experimentald) si testat clinic in vivo, in
conditiile respectarii principiilor de etica profesionald, la Spitalul Clinic Municipal,
Clinica de Dermato-Venerologie, serviciul ambulator, Timisoara, in perioada
01.05.2004-30.10.2004, pe un numar de 160 pacienti avand afectiunile dermato-
logice de tipul celor specificate anterior (3.2.2.1.).

Unguentul pe baza de extract carotenoidic din fructe de catina alba, prezinta
o buna aderenta pe piele si mucoase, este omogen, are o culoare portocalie si un
miros caracteristic de lanolind. Consistenta la temperaturi cuprinse intre 20-37°C
asigura o stabilitate fizicd a unguentului si permite aplicarea lui pe piele si mucoase,
penetratia acestuia in piele fiind foarte buna.

S-au remarcat cu precadere urmatoarele efecte:

1. Eficienta deosebita ca epitelizantin leziunile postelectrocauterizare (veruci si
tumori) si in ulcerele de gamba atone, rezistente la tratamentul obisnuit.

2. Efect fotoprotector si de vindecare a leziunilor in lupusul eritematos cronic,
mai rapid cu peste 30% comparativ cu utilizarea locala a corticoizilor.

3. In eczemele cronice si in psoriazis, unguentul cu extract carotenoidic din
fructe de catind alba a determinat disparitia in 2 zile a scuamelor si
vindecarea leziunilor in 10-12 zile, comparativ cu 15-20 zile tratamentului
cu cortizon al acestor leziuni.

4. In tratamentul epiteliomului bazocelular, eficienta acestui unguent a fost
ceva mai redusa decat cea a unguentului cu extract carotenoidic boabe de
porumb, fiind necesar un timp ceva mai lung de tratament.

5. Utilizand unguentul cu extract carotenoidic din fructe de catina alba nu s-au
observat nici un fel de efecte secundare nedorite (atrofii, telangectazii etc.),
asa cum se observa in tratamentul local cu corticoizi.

A fost ales extractul carotenoidic din fructe de catind alba soiul Delta 1,
pentru obtinerea acestui unguent, deoarece acest exract prezinta mai multe tipuri
de pigmenti carotenoidici decat extractul din fructe soiul Ciumasi (vezi 3.3.1.1.),
activitatea antioxidanta este mai mare (vezi 3.3.1.2.), activitatea antimicrobiana
este de asemenea mai puternica (vezi 3.3.1.4.).

Dintre cazurile cu o evolutie deosebit de buna, care nu au raspuns la
tratamentele clasice, prezentam doua:

- Cazul 1: 1. S., 57 ani, cu diagnosticul: ulceratie cronica submamara
stanga. Intertrigo submamar. Leziunile submamare nu au prezentat tendinta de
epitelizare in timpul tratamentului cu antiseptice si antimicotice locale efectuat pe o
perioadd de doud saptamani in Clinica de Dermato-Venerologie Timisoara. Dupa
intreruperea acestui tratament si aplicarea unguentului cu extract carotenoidic din
fructe de catina alba, de doua ori pe zi, leziunile s-au vindecat in 7 zile.

- Cazul 2: H. F., 56 ani, cu diagnosticul: sindrom posttrombotic, ulcer cronic
gamba stdnga - a fost tratata luni de zile cu antibiotice, vasotonice,
antiinflamatoare, fara ca leziunea ulceroasa sa aibe tendinta de vindecare. Dupa
intreruperea tratamentului clasic si aplicarea unguentului cu extract carotenoidic din
fructe de catina alba de doua ori pe zi, in 10 zile, ulcerul cronic al gambei stangi s-a
epitelizat complet (vindecat) si a disparut edemul gambei.
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in prezent acest unguent se afl3 in testare clinicd la Spitalul Clinic Municipal,
Clinica de Chirurgie Oncologica, Timisoara, pe urmatoarele tipuri de afectiuni
dermatologice: epitelioame bazocelulare, nevi melanici, papiloame cutanate, consta-
tandu-se efecte antimitotice nete ce urmeaza a fi studiate in amanuntime.

Acest unguent a fost medaliat cu bronz la Salonul International de Inventii si
Tehnologii Noi, Bucuresti, octombrie 2006 [273], cu argint la Salonul International
de Inventii, Cercetari si Noi Tehjnologii. Brussels, noiembrie 2006 [274] si tot cu
argint la Salonul International de Inventii, Geneva, aprilie 2007 [275].

e Concluzii

Ca urmare a testarilor clinice 7/n vivo ale celor doud unguente pe baza de
extracte carotenoidice obtinute, se pot desprinde urmatoarele concluzii:

1. Atat unguentul cu extract carotenoidic din boabe de porumb (Zea mays),
hibridul NSSK444, cat si cel cu extract carotenoidic din fructe de catina alba
(Hippophae rhamnoides), soiul Delta 1, au dovedit o actiune epitelizanta,
cicatrizantd, antimitotica deosebitd, avand o eficienta ridicata in tratamentul
ulcerelor de gamba, al leziunilor postelectrocauterizare (veruci si tumori), al
lupusului eritematos cronic, al cazurilor de intertrigo mixt, de impetigo,
psoriazis, eczeme cronice, fotodermatoze, epiteliom bazocelular.

2. Eficienta celor doud unguente in tratamenul afectiunilor dermatologice
amintite s-a dovedit a fi mai buna decat in cazul utilizarii tratamentelor
clasice, vindecarea afectiunilor avand loc mai repede si fara aparitia de
efecte secundare nedorite, cum se intampla in tratamentele locale obisnuite
pe baza de corticoizi.

3. De remarcat actiunea deosebit de favorabila a celor doua unguente in
tratamentul cancerului de piele (epiteliom bazocelular), ca si in tratamentul
psoriazisului si a lupusului eritematos cronic, afectiuni in care tratamentele
clasice nu prea dau rezultate.

e Aspecte privind camportamentul reologic al unguentelor pe baza
de extracte carotenoidice din porumb (Zea mays), respectiv fructe
de catina alba (Hippophae rhamnoides)

Pentru ambele unguente preparate - cel cu extract carotenoidic din boabe
de porumb (UCP) si cel cu extract carotenoidic din fructe de catind alba (UCC) - au
fost investigate cateva proprietati reologice functie de temperatura si viteza de
forfecare. Au fost masurate si interpretate curbele de viscozitate la temperatura de
20 °C, viscozitate-temperatura in domeniul 20+60°C, curbele “Creep”, “Amplitude
Sweep” si “Frecvency Sweep”, acestea constituind un instrument de analiza

calitativa a acestor unguente (vezi 3.2.2.1. Partea experimentalad).

Figura 3.86. contine curbele “Loop” de viscozitate (n-7 ) la temperatura
t=20°C pentru probele investigate. Se observa ca toate probele prezinta pseudo-
plasticitate, “subtiindu-se” cu cresterea vitezei de forfecare, precum si tixotropie ,
fiind mai putin vascoase atunci cand viteza de forfecare revine monoton spre
valoarea minima initiala.
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Figura 3.86.-. Testul "Loop” pentru probele UCC, UCP, la t=20°C.

in figura 3.87. se prezintd fitarea datelor experimentale (vezi 3.2.2.1.
Partea experimentald) iar valorile obtinute pentru parametrii de fit »_,c,n sunt

cele din tabelul 3.38.

Tabelul 3.38.
Valorile parametrilor de fit.
C n
Proba 77 0 [Pa sl-n] [-]
[Pa s]
UccC 1.1 286.81 0.76
UCP 0.9 289.28 0.72

10000

A UCC - pct.exp.
UCC - fit

1000

O UCB - pct.exp.
UCB - fit

=
Q
=}

10

Vascozitatea dinamica [Pa s]

1 T T T T T 1
-100 o 100 200 300 400 500 800

Viteza de forfecare [1/s]

Figura 3.87.- Curbele de véscozitate (fituri) ale probelor UCC, UCP
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Curbele “Creep” denotda comportarea vascoelastica a tuturor probelor
(figurile 3.88, 3.89.): la aplicarea unei tensiuni de forfecare deformatia y creste
monoton, iar la indepartarea solicitarii, deformatia se recupereaza partial.

Figura 3.90. contine rezultatele testului “"Amplitude Sweep” la temperatura
t = 20°C pentru cele doud probe. Acest test permite precizarea deformatiei critice,
aflatd pe diagrama la capatul intervalului (palierului) in care modulele elastic G’,
respectiv vascos G” raman constante la variatia deformatiei probei. Daca proba este
deformata in continuare, la o anumita valoare a deformatiei, ea fisi schimba
comportarea reologica, de la predominant elastica (G'>G") la predominant vascoasa
(G">G'). Tabelul 3.39. prezinta valorile deformatiei critice y., precum si a
deformatiei ys la care se observa schimbarea comportarii probelor.

Tabeblul 3.39.
Valorile deformatiilor y. si ys pentru cele doua probe

Ye Ys

Proba [%] [%]
Ucc 0.10 >1
UCP 0.04 0.10

Figura 3.88. - Testul "Creep” pentru proba UCP, la t=20°C.
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Figura 3. 89. - Testul "Creep” pentru proba UCC, la t=20°C.

5,
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Figura 3.90.-Rezultatele testului "Amplitude Sweep” pentru cele doua probe la t = 20°C.

BUPT



3.3. — Rezultate si discutii 183

Testele ,Frecvency Sweep” au evidentiat comportarea “shear-thinning” (pseu-
doplastica) a tuturor probelor, asa cum se vede in figura 3.91. pentru proba UCC.
G o

UCC-Frecvs 1
PP 20/MR d=1 mm

—— In*  Complex Viscosity

- G Storage Modulus

- G" Loss Modulus

0.01 0.1 1 10 s 100
Angular Frequency ~©  ——s=

Figura 3.91.- Testul "Frecvency Sweep” pentru proba UCC, la t = 20°C

Figura 3.92. ilustreaza dependenta viscozitdtii probelor de temperatur3,
masuratorile fiind efectuate la o viteza de forfecare y =1 s'!. Modificarea viscozitatii

cu temperatura este complexa pentru ambele probe. La proba UCP viscozitatea
scade exponential (dependenta de tip Arrhenius) cu temperatura, in intervalul 20°C
-42.5°C, apoi creste putin pana la 45°C, dupa care din nou scade exponential.
Aceasta crestere a viscozitatii pe un anumit interval de temperatura este
asemanatoare cu a gelurilor, fiind probabil datorata agregatelor ce se formeaza in
proba in apropierea temperaturii de 42,5°C, agregate care se desfac cand proba
este incalzita In continuare, datorita intensificarii miscarii browniene. Vascozitatea
probei UCC scade continuu cu temperatura in intervalul investigat, insa dependenta
n-t nu este una de tip Arrhenius.
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Figura 3.92.-. Testul "Temperature test” pentru cele doua probe, la y = 1 s

Pentru proba UCP datele n-t au fost corelate pe fiecare din cele doua
intervale de temperatura unde viscozitatea scade functie de temperatura dupa o
ecuatie de tip Arrhenius [241,242]:

Ea
n = Aexp — ,
KT

unde

A reprezinta o constanta multiplicativa fara semnificatie fizica,
. E , - energia de activare a curgerii vascoase,

k=1,38-10"23 J/K constanta lui Boltzmann,

T - temperatura absoluta.

Fitarea pe portiuni a datelor n-t pentru proba UCP este prezentata in figura
3.93. Aceasta proba sufera un salt al energiei de activare a curgerii vascoase E,.

Valorile obtinute din fitare pentru energia de activare E_, a probei, pentru fiecare
din cele doua intervale de temperatura, sunt cele din tabelul 3.40.

Tabelul 3.40.
Valorile fitate ale energiei de activare a curgerii vdscoase.
Proba Ea
[3]
UCP 1).12.22-:1020
11).28.48:10-20
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Figura 3.93.- Fitarea pe portiuni a datelor n-t cu formula lui Arrhenius pentru proba

ucp

Rezultatele de mai sus fac parte dintr-un ansamblu de cercetari reologice
realizate asupra mai multor tipuri de unguente pe baza de extracte naturale din
plante [276].

e Concluzii

In urma testelor reologice efectuate asupra unguentelor cu extracte
carotenoidice, se pot desprinde urmatoatrele concluzii:

1.

Cunoasterea proprietatilor reologice ale materialelor este deosebit de
importanta pentru stabilirea domeniilor de aplicabilitate, respectiv a
conditiior optime (temperatura, viteza de forfecare) de utilizare ale
acestora.

Unguentele analizate au un comportament reologic complex,
vascoelastic. Ele isi schimba semnificativ proprietatile reologice atat la
modificarea temperaturii, cat si a tensiunii, respectiv a vitezei de
forfecare la care sunt supuse.

Din punct de vedere reologic, unguentele analizate sunt fluide complexe,
care prezinta pseudoplasticitate si tixotropie , asa cum denota
rezultatele testelor “Loop”, precum si vascoelasticitate , asa cum rezulta
din testele “Creep”, “Amplitude Sweep” si “Frecvency Sweep”. Din
curbele de vascozitate s-au obtinut valorile viscozitatii no la viteze de
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forfecare infinit de mari, pentru fiecare proba. Din diagramele “Amplitude
Sweep” s-au obtinut valorile deformatiilor critice ale acestora.

Si comportarea probelor functie de temperatura este complexa. Vascozi-
tatea unguentului cu extract carotenoidic din porumb “ascultda” de o
dependenta de tip Arrhenius doar pe anumite intervale de temperatura,
iar cea a unguentului cu extract carotenoidic din fructe de catina alba
scazand continuu cu cresterea temperaturii, insa nu dupa o ecuatie de tip
Arrhenius.

La unguentul cu extract carotenoidic din porumb, coreland datele
experimentale n-t pentru intervalele unde este respectatd o ecuatie de
tip Arrhenius, au fost obtinute valorile energiei de activare a curgerii
vascoase. Proba isi schimba, la o anumitd temperatura, valoarea energiei
de activare a curgerii vascoase.

Comportamentul reologic al unguentelor terapeutice analizate se inca-
dreaza intre limitele impuse unguentelor folosite in industria farmaceu-
tica si cosmetica [239,240].

3.3.2.2. Studiul efectelor utilizarii unor surse naturale bogate

in

in pigmenti carotenoidici ca suplimente in furajele
pasarilor ouatoare

urma experimentului realizat conform 3.2.2.2. (vezi Partea experimen-

tald), asupra unor loturi de gaini (Gallus gallus domesticus), s-au observat
urmatoarele rezultate (tabelul 3.41.) privind continutul de compusi carotenoidici din
furajul combinat de baza si din faina de fructe de catind alba (Hippophae
rhamnoides), determinat la inceputul experientei (potrivit modului de lucru descris
la 3.2.2.2.).

Variatia continutului de carotenoide din galbenusurile oudlor de-a lungul
desfasurarii experimentului (continut determinat conform 3.2.2.2. - Partea experi-
mentald), precum si variatia numarului de oua produse, este prezentata in figurile
3.94.-3.104. (tabelul A.4.1.-Anexa 4.)

Tabelul 3.41.

Continutul de compusi carotenoidici din furajul combinat de baza si din faina de fructe de

catina alba

Carotenoida Continutul in ftJ rajul Continutul in fdina de catina alba, soiul Ry *
combinat de baza (pg/g) Serpeni 11 (pg/g)

a-Caroten 0.98 1.82 0.65
B-Caroten 3.02 49.01 0.50
e-Caroten - 10.84 0.71
d-Caroten - 7.11 0.22
y-Caroten - 24.02 0.12
a-Criptoxantina 0.86 - 0.75
B- Criptoxantina 1.75 89.17 0.69
Luteind 5.33 19.03 0.36
Zeaxantind 4.12 34.17 0.25
Licopen - 6.11 0.02
Violaxantina 0.61 9.05 0.18
Total carotenoide 16,67 250,33

* A se vedea figura A.4. .din Anexa 4
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a-Caroten (ug/g)
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Figura 3.94.-Variatia continutului de a-caroten din galbenusurile oualor din loturile I (martor),
II (lot hranit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si III (lot
hranit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catina albd) de-a lungul desfasurarii

experimentului
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Figura 3.95.-Variatia continutului de B-caroten din galbenusurile oualor din loturile T
(martor),II (lot hrénit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si III
(lot hrénit cu furaj ce contine 4% adaus de faina din fructe de catind alba) de-a lungul

desfasuréarii experimentului
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g-Caroten (ug/g)
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Figura 3.96.-Variatia continutului de e-caroten din galbenusurile oualor din loturile T
(martor),II (lot hranit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si II1
(lot hranit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catina alba) de-a lungul
desfasurdarii experimentului

y-Caroten (ug/g)

09

038
0,7

0,6

0,5 1
04 4
0,3 1
0,2 1

0,1

ziua 35

ziua 40 | ziua 45 | ziua 50 | ziua 55

ziua 0| ziua 5 |ziua10 |ziua 15 | ziua 20 | ziua 25 | ziua 30

Figura 3.97.-Variatia continutului de y-caroten din galbenusurile ouélor din loturile I
(martor),II (lot hrénit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si IIT
(lot hrénit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catina alba) de-a lungul
desfasuréarii experimentului
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a-Criptoxantina (ug/g)
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Figura 3.98.-Variatia continutului de a-criptoxantina din galbenusurile oualor din loturile I
(martor),II (lot hrénit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si III
(lot hrénit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catina alba) de-a lungul
desfasurarii experimentului

B-Criptoxantina (ug/g)
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Figura 3.99.-Variatia continutului de B-criptoxantind din galbenusurile ouélor din loturile
I(martor),II (lot hranit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catind albd) si
III (lot hranit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catind alba)
de-a lungul desfasurérii experimentului
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Luteina (pg/g)
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Figura 3.100.-Variatia continutului de luteina din gdlbenusurile oualor din loturile I
(martor),II (lot hrénit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si III
(lot hrénit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catina alba) de-a lungul
desfasurarii experimentului

Zeaxantina (ug/q)
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Figura 3.101.-Variatia continutului de zeaxantinag din géalbenusurile oualor din loturile I
(martor),II (lot hrénit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si IIT
(lot hranit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de cating alba) de-a lungul
desfasurarii experimentului
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Violaxantina (ug/g)
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Figura 3.102.-Variatia continutului de violaxantina din galbenusurile oudlor din loturile T
(martor),II (lot hrénit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si III
(lot hrénit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catina alba) de-a lungul
desfasurarii experimentului

Total carotenoide (ug/g)
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Figura 3.103.-Variatia continutului de carotenoide totale din galbenusurile oudlor din loturile T
(martor),II (lot hrénit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de catina alba) si IIT
(lot hranit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catina alba) de-a lungul
desfasurdarii experimentului
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Figura 3.104.-Variatia productiei de oua de-a lungul desfasurarii experimentului,
pentru loturile I (martor), II (lot hranit cu furaj ce contine 2,5 % adaus de faina din fructe de
catind alba) si III (lot hranit cu furaj ce contine 4 % adaus de faina din fructe de catind alba)

Analizand datele din figurile 3.94.-3.103. (tabelul A.4.1.-Anexa 4.), se poate
constata faptul ca gainile absorb si depoziteaza in galbenusuri, intr-o masura mai
mare sau mai mica, aproape toate carotenoidele existente in hrana. Absorbtia si
depozitarea compusilor carotenoidici se face selectiv, in functie de structura
moleculard a acestora. Cel mai usor sunt absorbite si depozitate in oua xantofilele
dihidroxilice (zeaxantina si luteina), apoi cele monohidroxilice (a-criptoxantina, B-
criptoxantina) si mai greu carotenoidele hidrocarburice a- si B-iononice (a-carotenul,
B-carotenul, e-carotenul) si cele pseudoiononice (y-caroten). Intr-o proportie mica
se depoziteaza in oud violaxantina (carotenoida epoxidicd). Nu s-au gasit in
galbenusurile oudlor: licopenul (cu structura aciclica) si d-carotenul (cu structura
pseudoiononica).

Carotenoidele principale din galbenusurile tuturor oudlor sunt luteina si
zeaxantina. In galbenusurile oualor din lotul I (martor), luteina se afla in cantitate
mai mare decat zeaxantina. Dupa 15 zile de furajare diferentiata a loturilor se
observa ca in cazul galbenusurilor oudlor din loturile II (lot hranit cu furaj ce contine
adaus de 2,5 % faina din fructe de catina alba) si III (lot hranit cu furaj ce contine
adaus de 4% faina din fructe de catina alba), zeaxantina se acumuleaza in cantitate
mai mare decat luteina.

Continutul total de compusi carotenoidici din galbenusurile oualor din loturile
II si III este mai mare decat al celor din lotul I (martor), ceea ce dovedeste ca
adaosul de faina din fructe de catina alba in hrana gainilor, in procente relativ mici,
are efecte favorabile asupra caumularii de carotenoide in galbenus. Randamentul cel
mai bun de absorbtie si depozitare a carotenoidelor in oud s-a produs in cazul lotului
III, care a primit in hrand o cantitate mai mare de faind de catina alba. De
asemenea, se constata o crestere importanta a productiei de oua in cazul loturilor II
si III, fata de lotul I, intr-o perioada a anului cand, obisnuit, productia de oua scade.
S-a constatat ca in primele cinci zile de furajare diferentiatd a gainilor nu au aparut
deosebiri importante in ceea ce priveste continutul de pigmenti carotenoidici din
galbenusurile oudlor celor trei loturi experimentale. Cantitatea maxima de
carotenoide s-a acumulat in galbenus, dupa circa 15 zile de la inceperea
experimentului, apoi cantitatea de pigmenti carotenoidici a suferit oscilatii la toate
loturile.
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Perioada de remanenta a carotenoidelor in galbenus, dupa incetarea furajarii
diferentiate a gainilor, este de circa 5-10 zile.

Pentru a determina culoarea galbenuselor de-a lungul desfasurarii
experimentului a fost utilizata scala de culori Roche Fan, cu 15 puncte
[277,278,279]. Pentru fiecare lot a fost analizata culoarea a cate 4 galbenuse.
Pentru aceasta, cele patru oua au fost sparte intr-o farfurie plata de culoare alba si
s-a determinat culoarea, cu ajutorul scalei Roche Fan, pentru fiecare galbenus in
parte, calculandu-se apoi media aritmetica. Culoarea galbenusurilor este
determinatd de raportul dintre continutul pigmentilor portocalii (B-caroten, y-
caroten, licopen, B-criptoxantind, zeaxantind) si continutul de pigmenti galbeni (a-
caroten, a-criptoxantind, e-caroten, violaxanting, luteind). Cu cat acest raport este
mai mare, cu atat culoarea galbenusului este mai intensd, asa cum se reiese din
tabelul 3.42.

Tabelul 3.42.
Culoarea galbenusurilor oualor de-a lungul experimentului in functie de raportul continutului de
pigmenti portocalii (Py) si galbeni (Pg)

Nr. de zile de la . Nr. de zile de la .
Tnce_:perea ' Lot Py/Py Pu ns‘:)i]hsecala ?nc_eperea _ Lot PPy PunF({:(t) aghsecala
experimentului experimentului
1 0.86 8 I 0.85 8
0 II 0.85 7,75 30 II 1.33 12
III 0.85 7,75 III 1.49 13,75
I 0.86 8 I 0.85 7,75
5 II 0.86 8 35 1T 1.31 11,75
111 0.89 8,5 III 1.51 14,25
i 0.84 7,75 I 0.87 8,25
10 II 0.98 9,75 40 II 1.33 12
111 1.06 11 III 1.51 14
1 0.84 7,5 I 0.85 8
15 IT 1.34 12,25 45 II 1.33 11,75
111 1.49 14 III 1.54 14,25
I 0.86 8 I 0.83 7,5
20 II 1.35 12,50 50 II 1.27 11,75
11 1.50 14,25 111 1.42 13,5
I 0.84 7,75 I 0.86 8
25 II 1.33 12,25 55 II 1.04 10,75
111 1.49 14 111 1.03 11

e Concluzii

Ca urmare a cercetarilor privind efectele adausului de faina din fructe de
catina alba (Hippophae rhamnoides) din hrana gainilor (Gallus gallus domesticus),
asupra calitatii oualor, se pot desprinde urmatoarele concluzii:

1. Faina din fructe de catina alba constituie o sursa bogata de
carotenoide pentru hrana gainilor ouatoare.

2. Carotenoidele din faina fructelor de catina alba contribuie la marirea
valorii  biologice a galbenusurilor oualor, la pigmentatia

corespunzatoare, la cresterea productiei de oua, chiar la adausuri in
procente relativ mici in hrana pasarilor.

3. Cel mai mult se acumuleaza in galbenusurile oudlor de gaina xanto-
filele dihidroxilice: zeaxantina si luteina, apoi cele monohidroxilice: a-
criptoxantina, B-criptoxantina, pigmenti cu o valoare biologica deose-
bit de ridicata. Licopenul (cu structurd aciclica) si &-carotenul (cu
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structura pseudoiononicd) nu au fost identificati in galbenusurile
oudlor, desi se gasesc in fdina de catind alba, aceste carotenoide
nefiind absorbite de catre gaini.

4, Cantitatea maxima de carotenoide se acumuleaza in galbenusuri dupa
circa 15 zile de furajare diferentiata, dupa care aceastda cantitate
sufera oscilatii la toate loturile.

5. Randamentul cel mai bun de absorbtie si depozitare a carotenoidelor
in oud s-a produs in cazul lotului III care a beneficiat de cel mai mare
adaus de faina din catind alba (4%).

3.3.2.3. Aplicarea industriala a unui extract carotenoidic din
fructe de catina alba (Hippophae rhamnoides) la
colorarea iaurtului

e Materiale si metode

in vederea realizdrii unui sinergism de culoare, respectiv pentru
fmbunatatirea valorii nutritive a unor sortimente de iaurt, extractul carotenoidic liber
de solvent, obtinut din fructe de catina alba, soiul Delta 1, conform 3.2.1.2., a fost
aplicat la colorarea iaurtului de fructe ,Ispita fructelor” si a iaurtului ,natur” de baut,
produse de firma ,Friesland Romania SA” (fabrica Deta, jud. Timis). Extractul a fost
adaugat in masa de iaurt in cantitate de 0,30 g/ kg, la finalul procesului tehnologic
(vezi schema fluxului tehnologic din Anexa 5.), inaintea termostatdrii la 45 °C.
Toate probele au fost realizate in duplicat.

Prin adaugarea extractului carotenoidic din fructe de catina alba in cele doua
sortimente de iaurt amintite, s-a urmarit, pe langa o ameliorare a culorii, cresterea
valorii nutritive datorita cresterii continutului de B-caroten si carotenoide totale din
produse. Astfel, produsele au fost imbogatite cu o cantitate medie de 215,28 ug/g
carotenoide totale, respectiv 33,15 ug/g B-caroten.

e Analiza componentelor principale (PCA) pentru analiza senzoriala
a iaurturilor

Analiza multivariata PCA pentru produsele lactate acide tip iaurt s-a realizat
utilizand ca date de intrare rezultatele obtinute la analiza senzoriala standard
[280,281] a produselor, pe un panel format din 15 consumatori (60% femei si 40%
barbati) cu varste cuprinse intre 22 si 39 de ani. Probele analizate au fost
urmatoarele:

- iaurt de baut natur, martor .........cociiiiiii cod: A;

- iaurt de baut natur cu adaos de extract carotenoidic din fructe de catina alba
(0,3 g/kg)........ cod: B;

- iaurt de fructe ,Ispita fructelor”, martor.............ccoovennen. cod: C;

- iaurt de fructe ,Ispita fructelor” cu adaus de

extract carotenoidic din fructe de catina alba (0,3 g/kg)........ cod: D.

Prin aceasta analizd statisticd multivariata s-a urmarit stabilirea importantei
parametrilor (caracteristicilor) considerati in evaluarea senzoriald a produsului,
precum si clasificarea sorturilor de produse in functie de aceste caracteristici.

Rezultatele analizei senzoriale pentru cele 4 sortimente de iaurt sunt
prezentete in tabelul A5. (Anexa 5.).
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Analiza PCA a datelor analizei senzoriale s-a realizat in urmatoarele conditii:
- numar total de variabile: 5 (caracteristicile organoleptice: aspect,
consistenta, culoare, aroma, gust);
- numar total de cazuri: 60.
In figura 3.105. se prezinta graficul scorurilor pentru sorturile de iaurt, iar
figura 3.106. prezinta graficul inregistrarilor pentru primele doua componente
principale PC1 si PC2
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RESULT1,  X-expl: 54%,8%

Figura 3.105. - Graficul scorurilor PC2 vs PC1 pentru sortimentele de iaurt
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Figura 3.106.- Graficul inregistrarilor PC2 vs PC1 pentru sortimentele de iaurt
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Figura 3.107.- Variatia reziduald ce furnizeaza numdarul de componente principale
reprezentative in cazul analizei PCA pentru probele analizate

Numarul optim de componente principale este A = 4, care sunt relevante
pentru varianta datelor analizei senzoriale obtinute pentru sorturile de iaurt. In
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urma acestei analize s-a constatat ca primele trei componente principale explica
54% din varianta datelor (figura 3.107.).

Din graficul inregistrarilor se observa ca gustul iaurtului explicad cel mai bine
varianta datelor in special pentru prima componenta principala (PC1), iar culoarea-
aroma-consistenta pentru primele doua componente principale (PC1 si PC2). Din
graficul scorurilor rezulta ca sorturile de iaurt C si D sunt similare ca proprietati (se
grupeaza foarte bine), insa sorturile A si B sunt mult mai dispersate in spatiul
componentelor principale, ceea ce releva faptul ca aceste sortimente de iaurt au fost
mai dificil de caracterizat.

e Concluzii

In acest studiu s-a realizat analiza in paralel a rezultatelor senzoriale, dupa
procedurile indicate de normele curente, proprii industriei alimentare, a unor
produse de pe piata romaneasca (iaurt) si a unor ,produse noi” (iaurt cu adaos de
extract carotenoidic din fructe de catind alba) si s-au prelucrat prin metode de
analiza multivariata rezultatele obtinute. Concluziile care se pot desprinde sunt
urmatoarele:

- metodele de analiza senzoriala oficiale folosite pot conditiona acceptabilita-
tea produsului pe piata;

- pentru caracterizarea datelor rezultate la analiza senzoriald, clasificarea
produselor analizate si predictia caracteristicilor unor produse noi, am
demonstrat ca sunt potrivite metodele statistice de analiza multivariata a
datelor (PCA);

- modalitatea de abordare a problematicii acceptabilitatii unor produse pe
piata este una reald si care da rezultate viabile in domeniul alimentar.
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Ca urmare a cercetarilor privind obtinerea si caracterizarea unor extracte

carotenoidice din diferite materiale vegetale cu aplicatii Tn medicind, farmacie si
zootehnie s-au realizat urmatoarele:

1.

4,

S-au obtinut 18 tipuri de extracte carotenoidice din diferite materiale
vegetale: 6 hibrizi de porumb (Zea mays), doua soiuri de fructe de catina
alba (Hippophae rhamnoides), portocale (Citrus sinensis) - flavedo, albedo si
pulpa, piersici (Persica vulgaris) - pulpa si pericarp, rostopasca (Chelidonium
majus) - radacina, tulpina, flori si frunze, prin extractie la temperatura
camerei, cu amestecuri potrivite de solventi organici. Toate extractele
primare obtinute au fost purificate prin indepartarea sterolilor si
saponificare, concentratia procentuala de carotenoide din extractul final cea
mai ridicata fiind in extractul din porumb hibridul NSSK444 (82,30 %), iar
cea mai mica in extractul din pulpa de portocale, soiul Valencia (25.69 %).

A fost determinat continutul de B-caroten (prin RP-HPLC) si carotenoide
totale (prin RP-HPLC si prin metoda spectrofotometricd) din toate cele 18
tipuri de extracte carotenoidice obtinute, B-carotenul fiind evidentiat in toate
extractele analizate. Cel mai ridicat continut de B-caroten a fost determinat
in fructele de catinad alba (Hippophae rhamnoides), soiul Ciumasi: 1086,60
Mg/g fructe uscate, cel mai scazut fiind in pulpa de piersica (Persica
vulgaris), soiul Red Haven: 11,40 upg/g pulpa proaspata. Cantitatea de
carotenoide totale cea mai mare este in florile de galbenele (Calendula
officinalis): 1667,42 ug/g flori uscate, cea mai scazuta fiind in pulpa de
portocale (Citrus sinsnsis): 77,72 ugd/g pulpa proaspata.

Pentru obtinerea extractelor carotenoidice din boabele de porumb s-a utilizat
o metoda de extractie imbunatatita, care sa permitda o eliberare mai
completa a pigmentilor carotenoidici din materialul vegetal. Cei sase hibrizi
de porumb (Zea mays) analizati -NSSK444, NSSK640, Lovrin 400, Laureat,
NSSK420 si Florenta, prezinta un continut bogat de B-caroten si carotenoide
totale, mult mai mare decat cel corespunzator altor hibrizi de porumb
specificati in datele de literatura studiate. Dintre hibrizii de porumb
cercetati, cel mai ridicat continut de p-caroten si carotenoide totale s-a
inregistrat la hibridul NSSK444 (670,30 ug/g faina, respectiv 1174,55 ug/g
faina). Cel mai scazut continut de B-caroten si carotenoide totale se gaseste
in hibridul Lovrin 400 (115,5 ug/g faina, respectiv 312,30 ug/g faina).
Fructele de catina alba (Hippophae rhamnoides) analizate au concentratiile
de B-caroten si carotenoide totale apropiate de valorile din datele de
literatura. Cele doua soiuri de catina alba studiate (Delta 1 si Ciumasi)
prezinta concentratii foarte apropiate de carotenoide totale (962,43 pg/g
faind, pentru Delta 1, respectiv 1086,60 ug/g faina, pentru Ciumasi), insa
soiul Deltal contine mai multe tipuri de carotenoide decat soiul Ciumasi, in
care a fost identificat numai p-carotenul.

Continutul de carotenoide din florile de galbenele (Calendula officinalis)
analizate s-a incadrat in valorile specificate in datele de literatura, aceste
flori caracterizandu-se printr-un continut foarte ridicat de carotenoide totale
(1667,42 ug/g flori uscate).
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10.

11.

12.

Fructele de piersici (Persica vulgaris), soiul Red Haven, au in pericarp un
continut mult mai mare de carotenoide totale (500,05 ng/g material
proaspat) si B-caroten (30,70 upg/g material proaspat) decat in pulpa
(207,00 pg/g material proaspat, respectiv 11,40 ug/g material proaspat).
Valorile obtinute sunt mai ridicate decadt cele din datele de literatura
studiate, date care insa privesc alte soiuri de piersici.

Pentru portocale (Citrus sinensis), soiul Valencia, continutul cel mai ridicat
de carotenoide totale (255,46 ug/g material uscat) a fost gasit in flavedo,
foarte apropiat de cel din albedo (234,07 pg/g material uscat) si cel mai
scazut- n pulpa (77,72 pg/g material proaspat). In schimb, continutul de B-
caroten cel mai ridicat a fost evidentiat in albedo (206,80 upg/g material
uscat), iar cel mai mic in flavedo (54,80 pg/g material uscat). Pulpa de
portocale, desi are un continut mult mai mic de carotenoide totale decat
flavedo, prezintd un continut mai ridicat de B-caroten (65,80 ug/g material
proaspat), acest pigment reprezentand 84,66 % din totalul carotenoidelor
din pulpa de portocala.

In cazul plantei de rostopasca (Chelidonium majus), au fost evidentiate
continuturi diferite de carotenoide totale si de B-caroten in diferitele ei parti
anatomice. Florile de rostopasca sunt cele mai bogate in carotenoide totale
si B-caroten (1377,70 jg/g material proaspat, respectiv 369,50 ug/g
material proaspat). Cel mai scazut continut de carotenoide totale a fost
determinat in radacina de rostopasca (409,86 ug/g material proaspat), iar
cel mai mic continut de B-caroten, in tulpina (53,30 pg/g material proaspat).
S-a determinat activitatea antioxidantd, prin metoda cu DPPH, a céatorva
dintre extractele carotenoidice obtinute, si anume: extractele din frunze,
flori si tulpina de rostopasca (Chelidonium majus), extractele din faina de
porumb (Zea mays) hibrizii: NSSK444, Lovrin 400 si NSSK640, extractele
din fructe uscate de catind (Hippophae rhamnoides) soiurile Delta 1 si
Ciumasi, extractele din pericarp de piersica (Persica vulgaris), extractele din
albedo si flavedo de portocala (Citrus sinensis). Toate extractele analizate
au prezentat activitate antioxidanta.

Pentru extractele carotenoidice obtinute din frunze si flori de rostopasca,
diluate 1:100, s-au obtinut activitati antioxidante apropiate, mai mari chiar
decat cele obtinute pentru solutiile etalon de vitamia C. Cea mai mica
activitate antioxidanta a prezentat-o extractul din tulpind de rostopasca. Se
constata ca activitatea antioxidanta a extractelor carotenoidice din diferite
parti anatomice ale plantei de rostopasca este direct proportionala cu
valoarea concentratiei de compusi carotenoidici din extract.

In cazul extractelor din faina de porumb, diluate 1 :100, s-au obtinut
activitati antioxidante mai mici decat cele corespunzatoare solutiilor de
vitamina C. Cea mai mare activitate antioxidanta o prezinta extractul din
hibridul NSSK444 iar cea mai mica, extractul obtinut din hibridul Lovrin 400.
in cazul extractelor carotenoidice din boabe de porumb, s-a constatat ca
activitatea antioxidantd este direct proportionald cu marimea concentratiei
de compusi carotenoidici din proba analizata, important fiind si tipul
carotenoidelor continute, dat fiind faptul cd@ pigmentii carotenoidici au
actiune antioxidanta cu atat mai puternica, cu cat numarul de duble legaturi
conjugate din molecula lor este mai mare.

Activitatile antioxidante ale extractelor carotenoidice din cele doua soiuri de
catina alba analizate, la dilutia de 1:100, au prezentat valori mai mici decat
cele corespunzatoare solutiilor etalon de vitamind C. Cea mai mare activitate
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13.

14,

15.

16.

antioxidantd a manifestat-o extractul carotenoidic din fructe de catina alba,
soiul Delta 1, desi acest extract are un continut procentual de carotenoide
(71,76%) ceva mai scazut decat soiul Ciumasi (72,12%), datorita faptului
ca extractul din soiul Delta 1 contine mai multe tipuri de carotenoide -care
isi amplifica reciproc actiunea antioxidantd- fatd de extractul din soiul
Ciumasi, In care a fost evidentiat numai B-carotenul. Aceste extracte
prezinta activitati antioxidante apropiate cu cele ale extractelor din faina de
porumb.

Prezenta in cantitate mai mica a compusilor carotenoidici cu 11 legaturi
conjugate, in extractul din pericarp de piersica face ca activitatea
antioxidanta a acestuia (dilutia 1:100) sa fie ceva mai redusa decat la
extractele carotenoidice din porumb si din catina alba; de asemeni, acest
fapt este datorat si concentratiei procentuale de pigmenti carotenoidici
(52,47%) mai redusa decét in cazul extractelor din porumb si catina alba.
Activitate antioxidanta mai mare decat extractele din porumb, fructe de
catina alba si pericarp de piersica au prezentat cele obtinute din albedo si
flavedo de portocala (dilutie 1:100), desi concentratia procentulala de
pigmenti carotenoidici din aceste extracte este mai micd decat in celelalte
extracte obtinute. Activitatea antioxidantd ridicatd, in acest caz, se
datoreaza prezentei in extracte a limonenului, componentul majoritar din
uleiul volatil prezent in pericarpul de portocale, compus cunoscut ca fiind un
puternic antioxidant. Acesta nu se indeparteaza complet in procesul de
extractie a carotenoidelor, o parte ramanand ,captata , intre
macromoleculele de carotenoide.

Prin spectrofotometrie de absorbtie atomica au fost determinate un numar de 12
elemente minerale (K, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Pb, Co, Cr, Ni) din materiile
prime si din extractele obtinute. S-a observat ca macroelementele din materiile
prime, se afla in concentratii care se incadreaza in limitele precizate de literatura.
In extractele carotenoidice, macroelementale se gasesc in concentratii mult mai
mici decat in materiile prime, aceste minerale elimindndu-se in mare masura in
urma procesului de extractie. Cel mai bine reprezentat element este potasiul, atat
in materiile prime cét si in extractele obtinute. Dintre metalele grele manganul si
cobaltul se gasesc numai in cateva materii prime si in cantitati foarte mici: Mn -
in florile de galbenele (0,339 ppm) si in tulpina de rostopasca (0,076 ppm), Co -
in flavedo (0,009 ppm) si albedo (0,002 ppm) de portocald, precum si in florile de
galbenele (0,007 ppm). Celelalte metale grele se gasesc sub limita maxima
admisa de lege, cu o singura exceptie: Cu din faina de porumb Laureat, a
carui concentratie (6,53 ppm) depaseste limita maxima legala (5,00
ppm).

Prin analiza statistica multivariata (PCA) a intregii cantitati de date referitoare la
concentratia de elemente minerale din probele analizate, s-a obtinut o buna
grupare a  cazurilor (materiile prime, respectiv extractele carotenoidice),
variabilele responsabile pentru aceasta clasificare fiind: K, Mg, Ca si Na. La
analiza multivariatd numai a datelor privitoare la florile de galbenele, fructele de
catind, albedo-portocale, flavedo-portocale, rostopasca, miez si pericarp de
piersicd, de asemeni s-a obtinut o bund clasificare a cazurilor, elementele
minerale importante pentru aceste grupari fiind Ca si K., In cazul primei
componente principale. Analizandu-se numai datele privitoare la continutul de
minerale din diferitii hibrizi de porumb studiati si din extractele carotenoidice
obtinute din acestia, s-a obtinut de asemenea o bund grupare a cazurilor,
principalele elemente responsabile pentru prima clasificare fiind: Mg si K
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17.

18.

19.

20.

21.

O parte din extractele carotenoidice obtinute (porumb NSSK444 si
NSSK640, catind alba soiurile Delta 1 si Ciumasi, fructe si flori de
rostopascd) au fost testate si in ceea ce priveste efectul antimicrobian
asupra speciilor Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli si Candida albicans si s-a constatat ca toate
extractele analizate au prezentat o activitate animicrobiana mai mica sau
mai mare. Efectul antimicrobian cel mai puternic I-au manifestat extractele
carotenoidice din porumb, acestea actiondnd chiar si asupra speciilor
rezistente la antibiotic (Pseudomonas aeruginosa si Candida albicans). Acest
lucru se datoreaza continutului ridicat de pigmenti carotenoidici din aceste
extracte.

Ca si aplicatii ale extratelor carotenoidice au fost obtinute doud unguente
terapeutice: unul avand ca si principiu activ extractul din faina de porumb
hibridul NSSK444, iar celdlalt, extractul din faina de fructe de catind alba,
soiul Delta 1. Ambele unguente, testate in vivo la Spitalul Clinic Municipal,
Clinica de Dermato-Venerologie, serviciul ambulator, ca si la Clinica de
Chirurgie Oncologica, Timisoara, au dovedit o actiune epitelizantg,
cicatrizanta, antimitotica deosebita, avand o eficienta ridicata in tratamentul
ulcerelor de gamba, al leziunilor postelectrocauterizare (veruci si tumori), al
lupusului eritematos cronic, al cazurilor de intertrigo mixt, de impetigo,
psoriazis, eczeme cronice, fotodermatoze, epiteliom bazocelular. Spre
deosebire de tratamentele clasice utilizate in cazul acestor afectiuni,
folosirea celor doua unguente obtinute nu a determinat aparitia de efecte
secundare nedorite, iar timpul de refacere a leziunilor a fost mai scurt.
Unguentele cu extracte carotenoidice obtinute au fost supuse unor teste
reologice, acestea dovedind un comportament reologic complex,
vascoelastic. Ele fsi schimba semnificativ proprietatile reologice atat la
modificarea temperaturii, cat si a tensiunii, respectiv a vitezei de forfecare la
care sunt supuse.

Din punct de vedere reologic, unguentele analizate sunt fluide complexe,
care prezinta pseudoplasticitate si tixotropie , asa cum denota rezultatele
testelor “Loop”, precum si védscoelasticitate , asa cum rezulta din testele
“Creep”, “Amplitude Sweep” si “Frecvency Sweep”. Viscozitatea probelor
scade cu temperatura in cazul ambelor unguente, insa aceasta scadere este
descrisa de o ecuatie de tip Arrhenius numai pentru unguentul cu extract
carotenoidic din boabe de porumb. De asemeni, la acest unguent se
constata o usoara crestere a viscozitatii in intervalul 42,5 °C -45 °C, dupa
care scaderea viscozitatii cu temperatura are loc din nou dupa o curba de tip
Arrhenius. La unguentul cu extract carotenoidic din porumb, coreland datele
experimentale n-t pentru intervalele unde este respectata o ecuatie de tip
Arrhenius, au fost obtinute valorile energiei de activare a curgerii vascoase.
Proba isi schimba, la o anumita temperatura, valoarea energiei de activare a
curgerii vascoase. Viscozitatea unguentului cu extract carotenoidic din fructe
de catina alba scade continuu cu cresterea temperaturii insa nu dupa o
ecuatie de tip Arrhenius. Ambele produse prezintd un comportament
reologic care se incadreaza in limitele impuse unguentelor folosite in
industria cosmetica si farmaceutica.

O alta aplicatie urmarita in acest studiu a fost evaluarea efectelor adausului
de faina din fructe de catina alba din hrana gdinilor, asupra calitatii oualor.
S-a constatat ca la adausuri relativ mici de faina din fructe de catina alba in
furaj (2,5% pentru un lot experimental, 4,0% pentru alt lot), continutul de
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pigmenti carotenoidici din galbenusurile oudlor creste considerabil,
concentratia maxima de carotenoide obtinandu-se dupa circa 15 zile de
furajare diferentiatd a pasarilor. Astfel, faina din fructe de catina alba (sursa
deosebit de bogatd de carotenoide) determina cresterea valorii nutritive a
oudlor de gdina, imbunatatirea pigmentatiei galbenusurilor, cresterea
productiei de oua. Cel mai mult se acumuleaza in galbenusurile oudlor de
gdind xantofilele dihidroxilice: zeaxantina si luteina, apoi cele
monohidroxilice: a-criptoxantina, B-criptoxantina, pigmenti cu o valoare
biologica deosebit de ridicata. Licopenul si 5-carotenul nu au fost identificati
in gadlbenusurile oudlor, desi se gasesc in fdina de catina alba, aceste
carotenoide nefiind absorbite de catre gaini.

22. A fost realizata analiza in paralel a rezultatelor senzoriale, dupa procedurile
indicate de normele curente, proprii industriei alimentare, a unor produse de
pe piata romaneasca (iaurt) si a unor ,produse noi” (iaurt cu adaos de
extract carotenoidic din fructe de catina alba) si s-au prelucrat prin metode
de analizd& multivariatd rezultatele obtinute. S-a demonstrat ca metoda
analizei componentelor principale (PCA) este potrivitd pentru caracterizarea
datelor rezultate la analiza senzoriala, clasificarea produselor analizate si
predictia caracteristicilor unor produse noi.

Rezultatele cercetarilor experimentale care au stat la baza elaborarii acestei
teze de doctorat au fost valorificate dupa cum urmeaza: prin o lucrare trimisa spre
publicare [282] (la Chemical Paper, cu impact ISI) si 13 publicate, dintre care: 3
lucrari in Revista de Chimie, cu impact ISI [193,194,276], 1 lucrare publicata in
volumul electronic al celui de-al 8-lea Simpozion International de Cercetare
Interdisciplinard Regionala Ungaria-Romé&nia-Serbia si Muntenegru la Szeged, ISBN:
973-8359-10-4 [200], 1 lucrare publicata in volumul celui de-al IV-lea Simpozion
International Tinerii si Cercetarea Multidisciplinara Roménia-Iugoslavia-Ungaria,
ISBN: 973-8359-10-4 [197], 1 lucrare publicata in Analele Universitatii din Craiova
cu ISSN: 1435-1275, revista cotatda CNCSIS tip B [202], 1 in volumul de
Lucrari Stiintifice, Seria Horticultura, al Universitatii de Stiinte Agricole si
Medicind Veterinara “Ion Ionescu de la Brad”, cu ISSN 1454-7376, cotat
CNCSIS tip B+ [204], 1 in volumul de Lucréari Stiintifice, Seria Agricultura, al
Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara “Ion Ionescu de la Brad”,
cu ISSN 1454-7414, cotat CNCSIS tip B+ [283], 1 in volumul Scientific and
Technical Bulletin, Series Chemistry, Food Science and Engineering,
Universitatea Aurel Vlaicu din Arad, ISSN 1582-1021, publicatie cotata CNCSIS
tip B+[284], 3 lucrari publicate in volumele Cercetari Stiintifice Procese si
Tehnologii Agroalimentare, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Timisoara, publicatie cotata CNCSIS tip C [198,199,201], 1 lucrare
prezentata ca poster la al 14-lea Congres European de Dermato-Venerologie
[203], 2 brevete de inventie inregistrate la OSIM [237,238], primul fiind
medaliat cu 4 medalii de aur la Saloanele Internationale de Inventica de la
Geneva, Budapesta, Zagreb si Brussells [205,269,271,272] si cu medalie de
bronz la Salonul International de Inventii si Tehnologii Noi Bucuresti [270], iar
cel de-al doilea cu medalie de argint la Saloanele Internationale de Inventica
de la Geneva si Brussells [274,275] si cu bronz la Salonul International de
Inventii si Tehnologii Noi, Bucuresti [273].
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ANEXA 1.

Tabelul A.1.1.
Continutul de carotenoide totale din probele luate in studiu, determinat prin metoda
spectrofotometrica

Nr. Materialul Absorbanta Continutul de carotenoide
crt. analizat Aas0 nm Totale (pug/g material)
1 F3ind porumb NSSK444 3,4138 1109,00
2 Fdind porumb NSSK640 4,1407 614,40
3 F3ind porumb Lovrin 400 2,1807 327,10
4. Faind porumb Laureat 3,7841 898,40
5. Fdind porumb NSSK420 2,1817 420,80
6 F3ind porumb Florenta 4,3256 417,20
7 Fructe cdtind Delta 1 4,0159 923,55
8 Fructe catind Ciumasi 4,0160 929,60
9 Flori gdlbenele uscate 4,2150 1626,40
10. Pulpa piersicd 3,8398 237,00
11. Pericarp piersica 4,1407 479,20
12. Pulpa portocald 0,5515 84,00

13. Flavedo portocald 3,9785 270,84
14. Albedo portocala 1,6864 205,40
15. Tulpind rostopascad 4,1924 1078,20
16. Frunze rostopasca 3,9105 965,50
17. Flori rostopascad 4,1803 1460,80
18. Radacind rostopasca 2,6178 403,90

ANEXA 2.

Spectrele de absorbtie in vizibil pentru extractele carotenoidice in prezenta

solutiei de DPPH 0,1 mM
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220 Anexe

Figura A.2.1.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din porumb hibridul Lovrin 400
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Figura A.2.2.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din porumb hibridul
NSSK444
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Anexe 221

Figura A.2.3.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din porumb hibridul
NSSK640
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Figura A.2.4.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din

catind alba soiul Delta 1
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Figura A.2.5.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din
catina alba soiul Ciumasi
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Figura A.2.6.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din
pericarp de piersica
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Figura A.2.7.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din
pulpa de piersica
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Figura A.2.8.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din flavedo de portocala
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Figura A.2.9.- Spectrul de absorbtie pentru extractul carotenoidic din albedo de portocalad
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ANEXA 3.

Tabelul A.3.1.
Parametrii de lucru la determinarea Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb si Zn, prin
spectrometrie de absorbtie atomica in flacdra de aer-acetilena, folosind Varian Spectra AA-110

Conditii Element analizat

experimentale "

cd Co cr cu | Fe | Mn Ni Pb Zn
Prelevarea Manual
probei
Mod de calibare Concentratie
Unitati de
masura ma/!
Mod de mésur3 PROMT
Precizia
standard, % 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(F)Zecma probei, 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Factor de 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
expansiune
Grad de 5 5 5 5 5 5 5 5 5
mediere, puncte
Lungimea de 228,8 | 240,7 | 357,9 | 324,8 | 248,3 | 279,5 | 232,0 | 217,0 | 213,9
unda, nm
I:raTg}lmea fantei, 0,5 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2 0,2 1,0 1,0
Tensiyne in 40 54 27 32 80 44 79 46 36
lampa, V
eq;/nldard 1, 0,50 0,50 0,50 0,50 1,00 0,50 1,00 0,50 0,50
its/nldard 2, 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00
eq;/nldard 3, 1,50 1,50 1,50 1,50 4,00 2,00 3,00 1,50 1,50
its/nldard 4, 2,00 2,00 2,00 2,50 8,00 4,00 4,00 2,00 2,00
fnt;/nldard S 3,00 3,00 3,00 5,00 10,00 5,00 5,00 3,00 2,50
Algoritm de New rational
calibrare
Timp de 10 10 10 10 10 10 10 10 10
masurare, sec..
Timp de 10 10 10 10 10 10 10 10 10
precitire, sec.
Debit aer, I/min 3,5 3,5 13,5 3,5 10,0 10,0 3,5 13,5 10,0
Debit acetilena, | 4 g 1,5 2,9 1,5 2,0 2,0 1,5 2,0 2,0
I/min
Indltimea 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5 0

arzatorului, mm
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Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc =.0.069 mg/L
r - = 1.0000
Calculated Conc = 0.068 0504 0986 1514 1.996 2.999
Residuals = -0.068 -0.004 0.014 -0.014 0.004 0.001
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.18
0:15]
0.10]
0.05]
0.00_]
0,000 1,000 2.000 3000
Co mg/L

Figura A.3.1. - Dreapta de etalonare la determinarea Co

Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 0217 mglL
r = 0.9995
Calculated Conc = -0.016 0.498 0.949 1.571 ‘1.998 2977
Residuals = (0.016 0.002 0.051 -0.071 0.002 0.023
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.067
0.04
0.02]
0.00 |
0.000 1.000 2.000 3.000
Cr mg/L

Figura A.3.2.-Dreapta de etalonare la determinarea Cr
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Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 0.019 mg/L
r = 0.9989
Calculated Conc = -0.021 0.519 1.064 1.383 2.477
Residuals = 0.021 -0.019 -0.064 0.117 0.023
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.64
0.40 |
0.20 ]
0.00 |
0000 1.000 2000 3000 4.000 5000

Cu mg/L

Figura A.3.3. - Dreapta de etalonare la determinarea Cu

Curve Fit

r

Calculated Conc

Characteristic Conc

New Rational

0.056 mg/L

1.0000

0.009 0.980 2.042 3.973 7.985

i

]

Residuals = -0.009 0.020 -0.042 0.027 0.015
hs New Rational - Cal. Set 1
0.68"
i
0.40 |
0.20 |
0.00 |
| I | | | 1
0.000 2000 4.000 6.000  8.000 10.000

Fe mg/L

Figura A.3.4. - Dreapta de etalonare la determinarea Fe
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Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 0.020 mgik
r = 0.9998
Calculated Conc = -0.005 0.522 0.956 1.982 3.069 4.969
Residuals = 0.005 -0.022 0.044 0.018 -0.069 0.031
3 New Rational - Cal. Set 1
0.88]
0.60 |
0.40 |
0.00

0000 1000 2000 3000 4000 5.000
Mn mg/L

Figura A.3.5.-Dreapta de etalonare la determinarea Mn

Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 0.063 mg/L
r = 1.0000
Calculated Conc = -0.037 0.978 1.979 3.087 4.011 4.933
Residuals = 0.037 0.022 0.021 -0.087 -0.011 0.067
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.324
0.207]
0.10|
0.00|

[] 1
0000 1000 2000 3000 4000 5.000
Ni mg/L

Figura A.3.6. - Dreapta de etalonare la determnarea Ni

BUPT



228 Anexe

Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 012 mg/L
r = 0.9995
Calculated Conc =002 048 105 145 203 299
Residuals = -0.02 002 -0.05 005 -0.03 0.01
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.12
0.107]
0.05 |
0.00 ]
0.00 1.00 2.00 3.00
Pb mg/L

Figura A.3.7. - Dreapta de etalonare la determinarea Pb

Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 0.0097 mg/L
r = (0.9998
Calculated Conc = 0.0159 0.5053 0.9896 1.5145 1.9681
Residuals = -0.0159 -0.0053 0.0104 -0,0145 0.0319
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.77]
0.60 |
0.40|
0.20 |
0.00_]
© 0.0000 1.0000 2.00002.5000
Zn mg/L

Figura A.3.8.-Dreapta de etalonare la determinarea Zn
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Na mg/L
r=0,9978

Figura A.3.9. - Dreapta de etalonare la determinarea Na

K mg/L

Z

Figura A.3.10. - Dreapta de etalonare la determinarea K
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Mg mg/L
r=0,9980
Ahs Hew Rational - Cal. Set 1
0.3
030]
020}
010]
000
oo 50000 10,0000 15,0000 200000

Figura A.3.11. - Dreapta de etalonare la determinarea Mg

Intens Hew Rational - Cal. Set 1
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Figura A.3.12, - Dreapta de etalonare la determinarea Ca

ANEXA 4.
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Anexe 233

Figura A.4.- Cromatogramele in strat subtire pentru extractul carotenoidic din faina de fructe
de catina alba (Hippophae rhamnoides) utilizata ca adaos in hrana gainilor:
A- Cromatograma corespunzatoare hidrocarburilor carotenoidice:
1: licopen;2: y-caroten; 3: 0-caroten; 4: B-caroten; 5: a-caroten; 6: e-caroten
B- Cromatograma corespunzatoare xantofilelor: 1: violaxantind; 2: zeaxantina; 3: luteind; 4:
B- criptoxantina
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Maia de
productie

Zahar Lapte

Crema de
fructe

l

| Receptie |

| Curatire

| Normalizare

4
|Pasteu rizare 85-90°C/20-15 sec.|

| R3cire 45-48°C

| Depozitare tampon
v

| Preluare in vane |
v

—>| Ad3ugare zahar |

\ 2
|Pasteurizare 85-90°C/30-20min.|

v
| R&cire 45-48°C |

| Addugare arome si coloranti |<_
v

:I Insdmantare 45-48°C |

| Distribuire in ambalaje |

ANEXA 5.

Extract
carotenoidic din
fructe de catina

| Addugare extract carotenoidic I:

| Omogenizare |
Termo:tata re |
|
|

A4
| Preracire

\ 4
Racire
v
|  Depozitare 2-8°C |
v
| Livrare |

Figura A.5. - Schema tehnologica de obtinere a iaurtului cu fructe
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Tabelul A.5.

Rezultatele analizei senzoriale pentru sortimentele de iaurt
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