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1J sl
Ji sl/en
Al Lutein in zeaksantin vsebujata vse ve¢ zanimanja zaradi njunega antioksidativnega

delovanja. Namen raziskovanja je bil preuciti vplive razlicnih pogojev priprave rastlinskih
vzorcev, kot so razlicna topila, dodatek sintetskih antioksidantov 3,5-di-terc-butil-4-
hidroksitoluena (BHT), terc-butilhidrokinona (TBHQ) in trietilamonijevega acetata (TEAA)
(pH 7) na dolocitev vsebnosti luteina in zeaksantina. Pri primerjavi ekstrakcij narejenih v
zracni in dusikovi atmosferi, z dodatkom BHT in TBHQ v primerjavi s samim topilom, Smo
najvi§jo vsebnost luteina dobili pri ekstrakciji v dusikovi atmosferi in dodanem antioksidantu
dodanega 1 M TEAA (pH 7) kot mobilne faze pri HPLC metodi smo izboljsali obstojnost
luteina pri analizi. Pri eksperimentalnem delu smo uporabili majhen, reprezentativen vzorec in
manj strupena topila za ekstrakcijo in kromatografijo. Prav tako smo primerjali razlicne
pogoje pri alkalni hidrolizi luteinskih estrov v Tagetes sp. in zeaksanskih estrov v Physalis
alkekengi za doloCevanje preiskovanih analitov luteina in zeaksantina s pomocjo HPLC
metod. Locbo karotenoidov ekstrakta Spinace na TLC plos¢ah smo s pomoc¢jo TLC-MS
vmesnika potrdili z masnim detektorjem in dokazali smotrnost uporabe avtomatske kadicke
pri TLC metodi za dolo¢evanje luteina. S pomoc¢jo HPLC metode smo dolocili celokupno
vsebnost luteina in zeaksantina v plazmi pis¢ancev. V dveh prehranskih dopolnilih smo z
ramansko spektrometrijo analizirali porazdelitev karotenoidov. S to metodo posameznih
karotenoidov ne moremo lociti, lahko pa doloimo celokupno vsebnosti karotenoidov v
dolo¢enem vzorcu. S to neinvazivno metodo se izognemo razpadu preiskovanih karotenoidov
med eksperimentom.
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AB  Antioxidant activity within lutein and zeaxanthin had lately risen more and more

interest. Main objective of this study was to examine influence of different conditions at

preparation of plant samples with different solvents, addition of antioxidant 3,5-di-tert-butyl-

4-hydroxytoluene (BHT), tert-butylhydroquinone (TBHQ) and 1M triethylammonium acetate

(TEAA) (pH 7). Comparison to pure solvent and extraction made in air and nitrogen

atmosphere, with addition of BHT and TBHQ, led to results with highest concentration of

lutein when extraction is made in nitrogen atmosphere with addition of antioxidant TBHQ.

Within same conditions also highest recovery was noted. Addition of 1M TEAA (pH 7) to

acetone as mobile phase in HPLC method improved stability of lutein in the analysis. Within

experimental phase small but representative sample was used with relatively non-toxic solvent

for extraction and chromatography. Influence of different conditions was compared with

alkaline hydrolysis of lutein esters in the Tagetes sp. and zeaxanthin esters in Physalis

alkekengi to determine analytes of lutein and zeaxanthin with use of HPLC methods.

Carotenoid separation within spinach extract on TLC plates were confirmed with using TLC -

MS interface and detected with mass detector. Determination of lutein with TLC method

proved better when made with automatic chamber in comparison to conventional one. Overall

content of lutein and zeaxanthin in the chickens plasma was determined with use of HPLC

method. Raman spectroscopy was used to determine distribution of carotenoids within food

supplements. Problem with use of this method is inability of carotenoid separation. Still

method proves useful and shows advantage for overall determination of carotenoid content

within specific organism, when use of this non-invasive method avoids analytes

decomposition between experiment.
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1 UvOD

Sodobni nacin zivljenja, katerega slabost je nekvalitetno prehranjevanje, postaja tema
marsikaterih znanstvenih Studij. Posledi¢no postajajo funkcionalna zivila, ki preprecujejo
nekatere bolezni, pomembna panoga zivilske industrije. Karotenoidi so intenzivno obarvane
spojine, ki jih sintetizirajo Stevilne rastline in mikroorganizmi. Topni so v mascobah in so
prisotni v nasi prehrani, posebno veliko jih vsebujeta sadje in zelenjava. Raziskave v zadnjih
letih dokazujejo, da karotenoidi pozitivno vplivajo na nase zdravje in preprecujejo razvoj

kroni¢nih bolezni (Rao in Rao, 2007).

Ceprav je tripletni kisik nepogresljiv za Zivljenje na zemlji pa ima prisotnost singletnega
kisika skodljiv vpliv na ziva bitja. Najprej so se z uni¢ujoco mocjo Kisika srecale rastline in
nato Se zivali. Da so se lahko ohranile, so morale razviti obrambne mehanizme, ki so delovali
na podlagi antioksidacijskih lastnosti posameznih spojin, kot so lutein, zeaksantin, glutation,
vitamin C, vitamin E, koencim Qig, lipojska kislina, in encimov, kot so razne katalaze,
dismutaze in peroksidaze. Tako so v bitki za svoj obstanek razvile obrambni mehanizem v
obliki kompleksnega sistema, ki sta ga prva opisala Packer in Colman v svoji knjigi The
Antioxidant Miracle (1999) in ga poimenovala »antioksidativna mreza«. To mrezo sestavljajo
razli¢ne spojine, od enostavnih molekul do velikih proteinskih kompleksov, ki posamezno,
predvsem pa z medsebojnim koordiniranim delovanjem varujejo organizem. IstoCasno je
uporaba razli¢nih antioksidantov nujna, ker molekule delujejo selektivno in ker nekatere

bistveno lazje prodrejo v razlicne dele telesa.

Tudi karotenoida lutein in zeaksantin se raziskujeta predvsem zaradi njune antioksidativne
vloge in zaradi pozitivnih ucinkov pri preprecitvi starostnih obolenj oc¢i in pri preprecitvi
rakastih in sr¢no-Zilnih obolenj, ki so posledica oksidativnega stresa. Dolgotrajna nizka raven
antioksidantov v organizmu, privede do pojava tako imenovanega oksidativnega stresa, Ki

lahko poskoduje ali unici celice.

Na podlagi obseznih raziskav so Stevilni znanstveniki skusali razloziti njihovo delovanje,
vendar dokon¢nega odgovora Se vedno ne poznamo. Pozitivno delovanje karotenoidov je tako

lahko rezultat njihovega antioksidativnega delovanja, posledica njihovega vpliva na imunski



Cerneli¢ K. Primerjava vsebnosti luteina in zeaksantina v rastlinskih vzorcih in prehranskih dopolnilih s kromatografskimi metodami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

sistem ali vpliva na nadzor rasti celic in diferenciacijo ter stimulativnega u¢inka na tvorbo

medcelicnih komunikacijskih kanalov (King in sod., 1997).

Zaradi pospeSene urbanizacije in intenzivne industrijske proizvodnje smo vedno bolj
podvrzeni razlicnim oblikam stresa. Antioksidanta lutein in zeaksantin ¢lovek ni sposoben
sintetizirati in ju mora v organizem vnesti s hrano (Canene- Adams in Erdman, 2009).
Ustrezno nacrtovana prehrana postaja vedno bolj pomemben faktor, pri preprecitvi in
zaviranju raznih kroni¢nih bolezni. Koli¢ina teh ksantofilov, ki naj bi bili del vsakodnevne
prehrane, je odvisna od vrste zauzite hrane. Poleg uzivanja hrane, ki vsebuje lutein in
zeaksantin (§pinaca, ohrovt) ju lahko dobimo tudi s prehranskimi dopolnili. Alkalno umiljenje
(saponifikacija) je nujen korak pri doloCanju ksantofilov v rastlinskih materialih, s katerimi
razestrimo ksantofile in odstranimo spojine, ki bi motile kromatograsko dolocanje. Pri
rastlinskem materialu, kjer sta lutein in zeaksantin v prosti obliki pa se ponavadi uporablja
cela vrsta razli¢nih ekstrakcijskih pristopov. Poleg priprave vzorca za vrednotenje luteina in
zeaksantina v preiskovanih vzorcih je potrebno razviti hitre in enostavne analizne metode.
Kvalitativno in kvantitativno vrednotenje antioksidantov z nizko molekularno maso (LWMA,
low weight molecules antioxidant) je postalo z razvojem sodobnih separacijskih tehnik in
sklopitve z masno spektrometrijo enostavnej$e in hitrejSe. Kljub temu je pri podajanju
zanesljivih rezultatov ostalo analitikom $e veliko nereSenih problemov na podrocju priprave

vzorcev, kromatografske lo¢be in kvantifizacijo analitov.

Tudi na Kemijskem inStitutu smo razvili vrsto novih analiznih metod na osnovi
kromatografskih tehnik, kot so TLC, HPLC z UV detektorjem ali sklopljenim z masnim
spektrometrom (MS) za doloCanje vsebnosti luteina in zeaksantina. Na§ namen je bil, da
razvijemo metodologijo, ki bo tudi pri realnih vzorcih, ne glede na matriks, nudila
verodostojne rezultate. Pri tem je bilo potrebno optimizirati posamezna opravila, kot so izbira
analizne tehnike, priprava vzorca za analizo in vrednotenje rezultatov. V sklopu tega sta imeli

pomembno vlogo tako hitrost analize, kakor tudi uc¢inkovita in hitra priprava vzorca.

Novost pri dolo¢evanju karotenoidov predstavlja ramanska spektroskopija, ki se pocasi
komercialno uveljavlja kot hitra, neinvazivna metoda za dolo¢anje karotenoidov v ocesu in
kozi ¢loveka. Z ramansko spektroskopijo lahko pridobimo podatke o oksidativnem stanju
organizma 0z. vnosu karotenoidov v organizem, ki nham preventivno pomagajo pri zgodnjem

odkrivanju raka in drugih boleznih (Ermakov in sod., 2010). Kozo ljudi ali Zivali obsevamo z
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laserskim zarkom pri valovni dolzini 473 nm in karotenoidi v koZi generirajo znacilen
ramanski spekter. Intenziteta signala je proporcionalna glede na koli¢ino karotenoidov v kozi.
Glede nato, da so karotenoidi obstojni le v primeru dobre zasCite, lahko iz izmerjene

koncentracije karotenov v kozi sklepamo tudi na stopnjo antioksidativne zascite v organizmu.

1.1 NAMEN RAZISKAV

Karotenoida lutein in zeaksantin, katerih pomen v organizmu je le deloma znan, ¢loveski
organizem ni sposoben sintetizirati in ju mora dobiti s hrano. Koli¢ina teh dveh ksantofilov, ki
naj bi bila del vsakodnevne prehrane, je zelo odvisna od vrste zauzite hrane. Poleg z njima
bogate hrane (Spinaca, ohrovt, paprika, jajca, itd.) ju lahko vnesemo v organizem tudi s
prehranskimi dopolnili. Znano je, da so nekatere okrasne rastline, kot npr. Zametnice (Tagetes
sp.) bogat vir luteina, vol¢je jabolko (Physalis alkekengi) pa vir zeaksantina. Njuno pozitivno
delovanje na organizem (preprecitev degeneracije rumene pege in s tem preprecitev starostnih
obolenj oci ter antioksidativno delovanje in preprecitev mnogih rakastih obolenj) jima daje

veliko tezo pri njunem raziskovanju.

Vloga nekaterih karotenoidov, predvsem [-karotena, luteina, zeaksantina, likopena in
vitamina A v prehrani ¢loveka je tako pomembna in raznolika, da se bo Stevilo raziskav tako
kemijskih, biokemijskih kot bioloskih zagotovo povecevalo, posebej sedaj, ko zelimo v

okviru funkcionalne prehrane ugotoviti u¢inke kemijskih spojin na delovanje organizma.

Kljub intenzivnim raziskavam v zadnjih 25 letih je ostalo na tem podrocju Se veliko neznank.
Delno je temu kriva precej$nja obcutljivost karotenoidov. Neustrezni postopki in nepazljivost
pri pripravi vzorcev lahko povzrocijo izredno velike napake pri njihovem doloc¢evanju. Brez
poznavanja in eliminacije antioksidativnih in oksidativnih lastnosti karotenoidov ni mogoce
dobiti verodostojnih rezultatov analiz. V okviru doktorskega dela smo zato razvili postopke,
ki zmanjSujejo vpliv oksidacije pri ekstrakciji luteina in zeaksantina iz nekaterih rastlin iz

nase bliznje okolice.

Namen naSe raziskave je bil ohraniti koncentracijo karotenoidov v bioloskem sistemu ali
ekstraktu. Za zasc¢ito pred oksidacijo in razpadom smo karotenoide v ta namen zas¢itili pred

oksidacijo in razpadom z dodatki naravnih ali umetnih antioksidantov. Uspelo nam je da smo
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z dodatkom antioksidantov, z delom v zatemnjenih prostorih in v inertni atmosferi z nizkim
parcialnim tlakom kisika izgube luteina med ekstrakcijo mocno zmanjSali. S
kromatografskimi metodami smo prvi dolocili vsebnost luteina v ¢emazu. Z ramansko
spektroskopijo, ki bo v prihodnosti verjetno postala pomembna neinvazivna metoda za
dolo¢anje karotenoidov pa smo Zeleli prikazati uporabnost te metode pri dolocanju

karotenoidov v prehranskih dopolnilih.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e lzkoristek prostega luteina in zeaksantina pri saponifikaciji je odvisen od
koncentracije baze, ¢asa ter temperature saponifikacije.
e Potrebne koli¢ine luteina in zeaksantina lahko posameznik enakovredno pridobi iz

obicajnih zivil ali prehranskih dopolnil z dodatkom teh spojin.

V okviru doktorske naloge smo vkljucili $e dodatne cilje:

e Z ramansko spektroskopijo bomo poskusali dolociti celokupno vsebnost karotenoidov
v prehranskih dopolnilih.

e Ekstrakcijo prostega luteina iz rastlinskih vzorcev bomo poskusali izboljsati, z
dodatkom eksternega antioksidanta, z delom v atmosferi z nizkim parcialnim
pritiskom kisika in zasc¢iteno pred svetlobo.

e Vpeljati metodo za dolocitev in dolociti koncentracijo luteina in zeaksantina v plazmi

piScancev krmljenih s krmo brez in z dodatkom antioksidantov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA KAROTENOIDOV

Prve publikacije o naravnih pigmentih, danes znanih kot karotenoidi, segajo v zacetek 19.
stoletja, ko so jih opisali kot obcutljive, neobstojne, lipofilne pigmente (Eugster, 1995). Leta
1907 so v laboratoriju Willstdtterja dolocili tocno molsko maso molekule karotena (CsoHsg) in
ksantofila (C4oHs605), ki so ju izolirali iz zelenih listov (Willstitter in Mieg, 1907, cit. po
Eugster, 1995). Strukturne formule za B-karoten, zeaksantin in lutein so bile objavljene leta
1930 (Karrer in sod., 1930, cit. po Eugster, 1995). Za kemijsko strukturo B-karotena, je leta
1937 Karrer dobil Nobelovo nagrado za kemijo. Do leta 1971 je bilo identificiranih ve¢ kot 230
struktur karotenoidov (Isler, 1971, cit. po Eugster, 1995), vklju¢no z izomerami in estri. Do leta
1993, je bilo identificiranih Ze 600 karotenoidov (Eugster, 1995). Do danes pa odkritih Ze ve¢
kot 700 karotenoidov v rastlinah, algah, glivah, bakterijah in drugih organizmih (Khachik in
sod., 1999).

2.2  SPLOSNE ZNACILNOSTI KAROTENOIDOV

Karotenoidi so tetraterpenoidi s 40 C-atomi, zgrajeni iz osmih izoprenskih enot (Slika 1).
Osrednji linearni simetri¢ni skelet je lahko cikliziran na enem ali na obeh koncih in ima
lateralne metilne skupine. Skupna strukturna lastnost karotenoidov je dolg konjungiran sistem
dvojnih vezi, ki sluzi kot kromofor, ki absorbira svetlobo in tako povzro¢i obarvanost z
rumeno, oranzno in rdeco barvo (Deming in Erdman, 1999). Ciklizacija, hidrogenacija,
dehidrogenacija, migracija dvojne vezi, skrajSevanje ali podaljSanje verige, preureditev,
izomerizacija, uvajanje kisika ali kombinacija teh procesov povzrocijo raznolikost v strukturi
karotenoidov in posledi¢no tudi raznolikost njihovih funkcij. V naravi prevladujejo all-trans
izomere, pojavljajo pa se tudi nekatere cis izomere. Izomerizacijo in oksidacijo pospesujejo
kisik, kovine, toplota, svetloba in kisline (Rodriguez-Amaya, 2001), odrazata pa se v

spremembah absorpcijskih spektrov v vidnem obmocju med 300 in 550 nm.
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Slika 1: 1zoprenska enota.

Figure 1: Isoprenic unit.

Strukturno karotene delimo na dve skupini:

0 ksantofile, derivate karotenov, ki vsebujejo Kisik (lutein, zeaksantin, neoksantin,

violaksantin).

0 karotene, ki so ¢isti ogljikovodiki (B-karoten, a-karoten, likopen) (Slika 2).
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Slika 2: Strukturne formule all-trans-luteina (A) in all-trans-zeaksantina (B), B-karotena (C), neoksantina (D) in
violaksantina (E).

Figure 2:Structural formulas of all-trans-lutein (A) in all-trans zeaxanthin (B), B-carotene (C), neoxanthin (D) in
violaxanthin (E).
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2.3  SPLOSNE ZNACILNOSTI LUTEINA IN ZEAKSANTINA

Beseda lutein izvira iz latinske besede »luteus« in pomeni rumen. Njegova molekulska formula
je C4oHs60,, molska masa 568,871 g/mol. Predpisi Evropske unije z oznako E161 b dovoljujejo

uporabo luteina kot barvila za Zivila.

Zeaksantin, strukturni izomer luteina, je zacetek imena dobil po strokovnem poimenovanju za
koruzo. Zea in gr$ka beseda »xanthos«, ki pomeni rumeno. Predpisi evropske unije z oznako

E161 h dovoljujejo uporabo zeaksantina kot barvila za Zivila.

V zelenih delih rastlin sta lutein in zeaksantin ponavadi nevezana, v plodovih in cvetovih pa
zaestrena z nasi¢enimi vi§jimi mas¢obnimi kislinami (Britton, 1995), kot so lavrinska,
miristinska, palmitinska in stearinska (Kayser, 1975). Zaradi vezave razli¢nih kislin je njihova
detekcija s HPLC dokaj otezena. V izogib temu je za dolo¢anje vsebnosti luteina in zeaksantina
potrebno vzorec pred detekcijo umiliti v alkalnem mediju. Pri tem se prekine estrska vez in
vsebnost ksantofilov doloca v prosti obliki. To precej olajsa njuno vrednotenje. Pri tem so zelo

pomembni pogoji saponifikacije: koncentracija baze, temperatura in cas.

2.4 BIOSINTEZA LUTEINA IN ZEAKSANTINA

Biosinteza najbolj pomembnih karotenoidov je Ze dokaj dobro prou¢ena in je prikazana na Sliki
3. Poteka v stromi (matriks kloroplasta), in sicer po poti izoprenoidov. Zaéne se z
mevalonatom, ki se pretvori v izopentenil pirofosfat (C5). S kondenzacijo petih molekul
izopentenil pirofosfata nastane geranilgeranil pirofosfat (C20). Sledi kondenzacija dveh
molekul geranilgeranil pirofosfata v fitoen (C40) in desaturacija do likopena. Iz likopena lahko
s ciklizacijo nastaneta a in 3-karoten, ki se s hidroksilacijo pretvorita v zeaksantin oz. lutein in

naprej z epoksidacijo v violaksantin oz. neoksantin (Bartley in Scolnik, 1995).
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Slika 3: Predhodniki spojin in glavni karoteni in ksantofili v biosintezi karotenoidov v rastlinah. Kratice: DMAPP
— dimetilalil pirofosfat; GGPP - geranilgeranil pirofosfat; IPP - izopentenil pirofosfat (Kopsell in Kopsell, 2006).

Figure 3: Precursor compounds and major carotenes and xanthophylls in the carotenoid biosynthetic pathway in
plants. Abbreviations: DMAPP - dimethylallyl pyrophosphate; GGPP - geranylgeranyl pyrophosphate; IPP -
isopentenyl pyrophosphate (Kopsell and Kopsell, 2006).
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2.5 KAROTENOIDIV RASTLINAH

2.5.1 Funkcija karotenoidov v rastlinah

.....

vkljueni v Zzetvenih kompleksih. V Kkloroplastih imajo ksantofili pomembno vlogo pri
fotosintezi zaradi sposobnosti absorpcije svetlobe v valovnem obmocju od 400 do 500 nm in
zaradi moznosti prenesti jo na klorofile. S tem razSirjajo spektralni obseg, kjer poteka
fotosinteza. Karotenoid, ki absorbira svetlobno energijo, preide v kratkotrajno vzbujeno
singletno stanje. Nekaj energije odda in preide na niZji energetski nivo. Tak karotenoid, na
znizanem energetskem nivoju, je klju€en za prenos energije na klorofil, ki preide na vzbujeno
singleto stanje. VVzbujeni klorofil lahko sodeluje v fotokemi¢nih reakcijah ali pa odda energijo v
obliki fluorescence ali toplote in se vrne v osnovno stanje (Sircelj, 2008; Demmig-Adams in
Adams, 1996).

Za rastline je antioksidativna funkcija karotenoidov in sposobnost oddvajanja odvecne svetlobe
iz fotosinteznega aparata izredno pomembna. Ce v fotosintezni aparat preide ve¢ svetlobe, kot
jo lahko porabi za fotosintezo, ta v prisotnosti kisika tvori singletni kisik in Skodljive radikale.
Karotenoidi odve¢no energijo odstranijo kot toploto in tako prepre¢ijo nastanek S$kodljivih

fotoproduktov.

2.5.1.1 Porazdelitev karotenoidov v rastlinah

V rastlinskih celicah se karotenoidi nahajajo v membranah kloroplastov, predvsem v listih in v
vseh ostalih zelenih delih rastlin, vendar je njihova barva zamaskirana z zeleno barvo
klorofilov. Ve€inoma so prisotni enaki karotenoidi v podobnih razmerjih. Luteina je okoli
45 %, B-karotena od 25 % do 30 %, violaksantina priblizno 15 % in neoksantina okoli 15 %.
Po navadi so prisotni $e zeaksantin, a-karoten, anteraksantin in lutein-5,6-epoksid (Britton in
Khachik, 2009). Nahajajo se tudi v stromi kromoplastov v rumeno, oranzno in rdee obarvanih

tkivih, kjer sluzijo predvsem za privabljanje oprasevalcev in raznasalcev semen. Karotenoidi so
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lahko prisotni v visokih koncentracijah, vendar jih po barvi kaj lahko zamenjamo z antociani,

betalaini ali kinoni.

2.5.1.2 Lutein in zeaksantin v rastlinah

Najve¢ luteina se nahaja v zelenjavi, kot sta Spinaca in ohrovt, kjer je dokaj malo zeaksatina
(Perry in sod., 2009; O'Connell in sod., 2007). Razlog za nizjo koncentracijo zeaksantina, kljub
temu da nastane iz [-karotena, ki je v rastlinah koncentracijsko mocan predstavnik
karotenoidov, je zaradi njegove lahke transformacije v anteraksantin in violaksantin
(Rodriguez-Amaya, 2001), preko tako imenovanega ksantofilnega cikla, s katerim se odvaja
odvecna energija iz fotosinteznega aparata. Po do sedaj znanih podatkih je najve¢ luteina v
zametnicah (Tagetes sp.), zeaksantina pa v goji jagodah (Lycium barbarum) in vol¢jem jabolku
(Physalis alkekengi) (Weller in Breithaupt, 2003). Za razliko od goji jagod, zametnice in vol¢je
jabolko nista direktno prisotni v prehrani ¢loveka, ampak sluzita kot vir za pridobivanje luteina
in zeaksantina. Med drugim se Zametnice industrijsko uporablja v prehrani kokosi, zaradi ¢esar

je lutein preko jajc in mesa neposredno zastopan v prehrani ¢loveka.

Spinada se pogosto uporablja za pridobivanje violaksantina in neoksantina, najveckrat s
pomocjo tankoplastne kromatografije (TLC), ker njuna standarda nista dostopna na trziscu

(Inbaraj in sod., 2006; Gandul-Rojas in sod., 1999).

2.5.2 Vnos luteina in zeaksantina v organizem

Prehod ksantofilov iz rastlinskega materiala v organizem je zelo odvisen od kompleksnosti
vzorca in interakcij z drugimi spojinami. Znano je, da se z milejSo obdelavo hrane, npr.
temperaturnim segrevanjem in mehansko homogenizacijo (pasiranje, rezanje) razbijejo celi¢ne
stene in tako olajSa sprostitev karotenoidov iz intracelularnih organelov celic. Prekinejo se vezi
med karotenoidom in proteini ter inaktivirajo oksidirajo¢i encimi, ki povzrocajo razgradnjo

karotenoidov (Deming in Erdman, 1999).
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Nekateri raziskovalci zagovarjajo staliS¢e, da je lutein organizmu bolj dostopen iz rastlinskega
materiala, kjer ga je vec, drugi, da je njegova biorazpoloZljivost boljsa iz jajc in Spinace kot iz
prehranskih dopolnil (Chung in sod., 2004). S hitrejSim nafinom zivljenja in vecjim
zavedanjem o vplivih karotenoidov, se implicirano znanje kaze na prehranskih dopolnilih, kjer
je pricakovati veliko biorazpolozljivost karotenoidov iz prehranskih dopolnil, saj je dolo¢en

karotenoid ponavadi raztopljen v olju za lazji vnos v organizem (Mortensen, 2009).

2.5.2.1 Spinada

Spinaca (Spinacia oleracea L.) (Slika 4) spada v druzino §¢irovk (Amaranthaceae), prihaja iz
zahodne Azije in je vsesplosno razSirjena po svetu, kot ena najbolj uporabnih rastlin v
prehranski industriji. Vsebuje vitamine A, C (Toledo in sod.. 2003), vitamin B (Zhang in sod.,
2005), balastne snovi, kalij, baker, cink, kalcij, mangan, magnezij, Zelezo, natrij, fosfor,

beljakovine, nitrate (Gupta in Wagle, 1988).

Slika 4: Spinaca (Spinacia oleracea L.).

Figure 4: Spinach (Spinacia oleracea L.).
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25.2.2 Cemaz

Cemaz ali divji ¢esen (Allium ursinum L.) (Slika 5) spada v druzino lukovk (Alliaceae) in je
trajnica z zdravilnimi uéinki. Cemaz ima podobne lastnosti kot &esen, uporablja se predvsem v
ljudski medicini, ker ureja prebavo, odvaja odvecno vodo iz telesa, Cisti kri, kozo in dihala,
preprecuje nastajanje krvnih strdkov, niza in ureja krvni pritisk, znizuje nivo holesterola,
pospesuje celjenje koze, je naravni antibiotik in antimikot (Toman in Toman Turuk, 2013). Do

sedaj v nobenem viru ni bilo zaslediti povezave ¢emaza z luteinom in zeaksantinom.

Slika 5: Cemaz (Allium ursinum L.).

Figure 5: Wild garlic (Allium ursinum L.).

2.5.2.3 Ohrovt

Ohrovt (Slika 6) spada v druzino kapusnic (Brassicaceae). Poznamo tri razli¢ne tipe ohrovta:
brsti¢ni, listni, glavnati. Ohrovt vsebuje veliko vitamina C, E, B6 in K, veliko folne kisline ter

minerale, kot so kalij, kalcij in Zelezo.
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Slika 6: Ozkolistni ohrovt (Brassica oleracea acephala var. sabellica)

Figure 6: Scotch kale (Brassica oleracea acephala var. sabellica)

2.5.2.4 Zametnice

Zametnice so okrasne rastline, ki prihajajo iz Mehike in pripadajo druZini nebinovk

(Asteraceae). Mednje spadajo Tagetes patula in Tagetes erecta. V zametnicah se lutein nahaja

v cvetnih listih in ¢aSi. Po sedaj znanih podatkih, so te okrasne rastline najbogatejsi vir luteina

(Tsao in sod., 2004) in sicer ga vsebujejo 90 % od vseh prisotnih karotenoidov v rastlini in sicer

naj bi Tagetes patula vsebovala 132 mg luteina/100 g, Tagetes erecta pa 68 mg luteina/100 g

(Piccaglia in sod., 1998). Vecina luteina v cvetovih Zametnic je v zaestreni obliki (80-100 %), z

miristinsko, lavrinsko, palmitinsko ali stearinsko kislino (Piccaglia in sod., 1998). Za

kvantitativno dolo€anje je zaradi zaestrenosti z vi§jimi maScobnimi kislinami, potrebno vzorec

pred analizo alkalno umiliti (saponificirati). Poleg pridobivanja luteina iz Zametnic, se le te

uporabljajo tudi kot dodatek krmi kokosim, s ¢imer se poveca koli¢ina luteina in se kaze v bolj

rumenem obarvanju piscancje koze, mesa in jajc.

2.5.2.5 Navadno vol¢je jabolko
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Navadno vol¢je jabolko (Slika 7) je okrasna rastlina, katero v azijskih drzavah poznajo po
diureti¢nih in antisepti¢nih lastnostih. Po do sedaj znanih podatkih poleg goji jagod (Lycium
barbarum), ki vsebujejo 82,4 mg zeaksantina/100 g, vsebuje najvisjo koncentracijo zeaksantina
in sicer se v ovoju vol¢jega jabolka nahaja 54,89 mg zeaksantina/100 g in 6,39 mg
zeaksantina/100 g v plodu voléjega jabolka, ki je zaestren z vi§jimi ma$cobnimi kislinami,

predvsem s palmitinsko (Weller in Breithaupt 2003).

Slika 7: Navadno volgje jabolko (Physalis alkekengi).

Figure 7: Chinese lantern (Physalis alkekengi).

2.6 VPLIV LUTEINA IN ZEAKSANTINA NA ORGANIZEM

2.6.1 Absorpcija in transport luteina in zeaksantina

Karotenoidi se sprostijo iz matriksa hrane z zvecenjem in v zelodcu s pomocjo zelod¢ne kisline
in prebavnih encimov v lipidno fazo. S pomoc¢jo encimov trebusne slinavke in prisotnosti
zol¢nih soli se v tankem ¢revesju tvorijo miceli, temu sledi absorpcija preko enterocitov in
nalaganje na lipoproteine (Krinsky in sod., 1958; Loane in sod., 2008) ter transport do
Golgijevega aparata, kjer nastanejo ciklomikroni. Vklju¢ena v ciklomikrone se lutein in
zeaksantin po limfnem sistemu prenasata po telesu (Canene-Adams in Erdman, 2009). Ker sta

lutein in zeaksanin topna v mascobah, lahko njuno absorpcijo pove¢amo z vnosom olja in
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drugih mascob. Slaba stran tega je, da s prepreGevanjem transporta holesterola po organizmu,

posledi¢no preprecujemo tudi pot karotenoidov (During in sod., 2005).

2.6.2 Nahajanje luteina in zeaksantina v organizmu

Nekateri karotenoidi so del vsakodnevne prehrane ¢loveka in §¢itijo njegovo zdravje (Stahl in
Sies, 2005). Od velike skupine karotenoidov, jih je po do sedaj znanih podatkih le 50 v nasi
prehrani in od tega le 25 dokazanih v cloveskem organizmu (Khachik in sod., 1995).
Najpogosteje zastopani so lutein, zeaksantin, likopen, a-karoten, f-karoten in B-criptoksantin
(Karppia in sod., 2008). Zaradi hidrofobne narave se lutein in zeaksantin nahajata v lipidnem
delu membrane ali pa tvorita komplekse s specificnimi proteini, ki so obi¢ajno povezani z

membrano.

Obe spojini sta v nizjih koncentracijah tako v ¢loveski krvi, kot v razli¢nih ¢loveskih tkivih, v
jetrih, trebusni slinavki (Sechrist in sod., 2002), mas¢obnem tkivu, nadledvicni zlezi, prostati,
ledvicah, plju¢ih, mozganih in kozi (Deming in Erdman, 1999). V jetrih, nadledvi¢ni Zlezi in
reproduktivnih organih, naj bi bilo do desetkrat ve¢ karotenoidov kot v ostalih organih
(Canene-Adams in Erdman, 2009). Povisana koncentracija karotenoidov se ponavadi pokaze Ze
po 24 do 48 urah po zauzitju hrane (Canene-Adams in Erdman, 2009). Po drugi strani
nezadostno uzivanje luteina in zeaksantina privede do relativno hitrega padca njunih
koncentracij v vseh delih ¢loveskega organizma z izjemo oc€i, kjer naj bi se vzdrzevala
priblizno konstantna koncentracija, kar potrjuje njuno pomembnost za ta organ. Raziskave o

delovanju luteina in zeaksantina v ¢loveskem organizmu Se intenzivno nadaljujejo.

2.6.3 Bolezni povezane z delovanjem luteina in zeaksantina

2.6.3.1 Lutein in zeaksantin v o¢esu
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Starostna degeneracija rumene pege je v razvitem svetu najpogostejsi vzrok za slepoto (Wegner
in Khoramnia, 2011). Verjetnost, da zbolimo, se z leti povecuje. Zaradi vse daljSe povprecne
zivljenjske dobe je prizadetih Cedalje ve¢ ljudi. Lutein in zeaksantin se v oCesu nahajata
predvsem na mreznici in v rumeni pegi (Khachik in sod., 2002; Alves-Rodrigues in Shao,
2004), poleg tega Se v leci, rozenici in ciliarniku, kjer varujeta oko pred foto poskodbami (Eye

Disease Case Control Study Group, 1993).

V rumeni pegi (macula lutea), ki je mesto najostrejSega vida, je koncentracija luteina in
zeaksantina najvi§ja v organizmu. Opti¢ni sistem oCesa zbere Zarke v rumeni pegi, Ki je v
premeru velika le 0,5 mm, poskodbe so za ostrino vida lahko usodne. Za ¢im boljsi vid in
absorpcijo svetlobe, je mreznica razmeroma gladka plast (vendar ukrivljena) in vsebuje na
svetlobo obcutljive Cepke in pali€ice ter pridruzene nevrone. Rumena pega je vdolbina v
mreznici nasproti lece in vsebuje Stevilne cepke. Pri ¢loveku omogoca barvni vid in ostrino
vida (npr. za branje, pisanje, prepoznavanje obrazov). Lutein in zeaksantin sta potrebna za

brezhibno delovanje ocesa ter za prepre¢evanje poskodb rumene pege in mreznice.

Vpliv luteina in zeaksantina se ne kaze samo v preprecevanju degeneracije rumene pege ampak
tudi v preprecevanju nastanka sive mrene (Olmedilla in sod., 2003). RoZenica in leca
ucinkovito absorbirata ve¢ino UV svetlobe, ki je kriva za nastanek prostih radikalov v leci,
kateri povzrocajo poskodbe proteinov, kar s ¢asoma vodi do nastanka sive mrene. Skoraj 60 %
modre svetlobe absorbirajo pigmenti v mreZnici, ki delujejo preventivno kot filtri, ki
preprecujejo prekomerni koli¢ini modre svetlobe do fotoreceptorjev, ter kot antioksidanti
oziroma lovilci prostih radikalov. Modra svetloba nima tako negativnega uc¢inka na molekule
kot UV svetloba, vendar spodbuja nastanek singletnega kisika, ki $kodljivo deluje na molekule,

posebej na nenasi¢ene mascobne kisline, ki se nahajajo v fotoreceptorjih.,

Molekule zeaksantina se v mreznici presenetljivo pojavljajo kot mezo-izomer (3R, 3'R),
katerega v telo vnesemo kot (3R, 3'S) izomer, ki ni prisoten v hrani (Bone in sod., 1993). V
nekaterih delih mreznice je vi§ja koncentracija luteina in manjSa koncentracija (3R, 3'S)
zeaksantina in obratno, iz Cesar se predpostavlja, da (3R, 3'S) oblika zeaksantina nastane iz
luteina z izomerizacijo (Bone in sod., 1997) ali pa iz zeaksantina z izomerizacijo ali oksidacijo,
kot oksidativni metabolit (Khachik in sod., 1999).



18

Cerneli¢ K. Primerjava vsebnosti luteina in zeaksantina v rastlinskih vzorcih in prehranskih dopolnilih s kromatografskimi metodami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

2.6.3.2 Rakava obolenja

Tumor (beseda izhaja iz latinS¢ine, kar pomeni oteklino oz. zadebelitev) oznacuje katerokoli
nenormalno maso tkiva, ki je lahko maligno (rakotvorno) ali benigno (nerakotvorno). Literatura
(Ren in Zhang, 2008) navaja, da imajo karotenoidi zmoznost inhibiranja proliferacije tumorskih
celic, zmanjSajo moznosti nastanka in napredovanje raka pljuc, prsi, prostate, ¢revesja, glave,
materni¢nega vratu in jajénikov (Rock, 2009). Karotenoidi imajo sposobnost inducirati
komunikacijo med celicami s pomocjo medceli¢nih kanalCkov, ki naj bi bili kljucni v

preprecevanju raka. (Khachik in sod., 1999).

Vendar pa je pomembno zavedanje, da je interpretacija rezultatov Studij, ki opredelijo povezave
med rakom in zauzitjem karotenoidov lahko zavajajoa. Vecina karotenoidov v prehrani
prispevata zelenjava in sadja. Ta Zivila so kompleksna in poleg karotenoidov vsebujejo Stevilne
sestavine, Ki so prav tako biolosko aktivne. Posamezniki z ve¢jim delezem sadja in zelenjave v
prehranskih navadah, imajo posledi¢no tudi visje koncentracije karotenoidov v plazmi, Le ti pa
ponavadi kazejo tudi druga pozitivna zdravstvena vedenja, kot npr omejeno uzivanje alkohola,

ne kadijo, in imajo povecéano fizi¢no aktivnost (Brady in sod., 1996).

2.6.3.3 Koronarne sréne bolezni

Najbolj znana koronarna bolezen ozilja je ateroskleroza, ki jo pospesujejo Stevilni dejavniki,
npr. dednost, sladkorna bolezen, kajenje in previsoka telesna teza. Karotenoidi s svojo
sposobnostjo ujetja prostih radikalov in singletnega kisika preprecujejo oksidacijo LDL in tako
svojemu glavnemu prenasalcu po telesu preprecujejo oksidacijo in posledi€no njegovo

nalaganje v stenah Zil (Johnson in Krinsky, 2009).

Potrebno je dodati, da lutein in zeaksantin do sedaj nista bila deklarirana kot esencialna
nutrienta in tako ni dolocCene priporoc¢ljive dnevne doze. Prav tako je potrebno dodati, da EFSA
(European Food Safety Authority) na podlagi predloZzenih podatkov ugotavlja, da ni dokazov za
vzpostavitev povezave med uZivanjem luteina in vzdrZzevanjem normalnega vida (EFSA, 2012),
kakor tudi ni ugotovljena povezava med uZivanjem luteina v kombinaciji z zeaksantinom in

ohranjanjem vida (EFSA, 2011). Prav tako ni ugotovljene povezave med uzZivanjem koencima
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Q10 in zas¢ito pred oksidacijami DNK, beljakovin in lipidov (EFSA, 2010a) in ni podatkov, o
povezavi med uzivanjem alfa-lipoi¢ne kisline in zaS¢ito lipidov pred oksidativnimi poSkodbami

(EFSA, 2010b).

2.7 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti, ki deluje v obrambnem mehanizmu, imajo svoj specifi¢en redoks potencial. Z
leti se je klasi¢na definicija, ki je bila podana z razmerjem med reducirano in oksidirano obliko

dolo¢enega redoks para, dopolnila in se prilagodila tudi redoks potencialu okolja v celici.

2.7.1 Oksidativni stres

Definiran je kot poruseno ravnotezje med antioksidanti in oksidanti v prid slednjih (Sies, 1991).
Do oksidativnega stresa v bioloskih sistemih pride, ¢e je sistem dlje Casa izpostavljen
oksidantom ali ¢e je priSlo do zmanjSanja antioksidativhe sposobnosti organizma. Proti
uc¢inkom oksidativnega stresa se organizem bori z obrambnim mehanizmom imenovanim
antioksidativna mreza, v katerega so vkljuceni antioksidanti, ki jih organizem sintetizira sam
oz. jih vnese v organizem s hrano. Ce organizem ne uspe zaustaviti negativnega delovanja,
pride do vnetij, kroni¢nih bolezni in hitrejSega staranja organizma. V primeru, da tak$no stanje
traja dalj ¢asa in organizem ne najde ustrezne resitve, pride do poskodb na DNA, beljakovinah
in mascobah. Taks$no stanje pa lahko vodi do Se ve¢jih poSkodb, kot so mutagenost,
karcinogenost, poskodbe membran, lipidne peroksidacije, oksidacije proteinov in njihove

fragmentacije.

2.7.2 Delovanje antioksidantov

Antioksidante delimo na ve¢ nac¢inov. Glede na vnos v telo jih delimo na endogene (glutation,
CoQ10, secna kislina, lipojska kislina, melatonin) in eksogene (karotenoidi, vitamin E, vitamin
C, itd.). Glede na delovanje jih delimo na encimske (superoksid dismutaza, katalaza, glutation

peroksidaza in glutation reduktaza) in neencimske (karotenoidi, askorbinska kislina, vitamin E
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in CoQy). Glede na fizikalno-kemijske lastnosti jih delimo v vodotopne (askorbinska kislina),
mascobotopne (karotenoidi, tokoferol, CoQ1g) in topne tako v vodi kot v mascobah (lipojska
kislina in glutation). Glede na izvor lahko antioksidante delimo tudi na naravne antioksidante
(karotenoidi, flavonoidi) in na sinteti¢ne antioksidante, v katere sodijo BHT (6-diterciarni butil-
p-hidroksitoulen), TBHQ (2-terciarni butil-hidrokinon), BHA (3-terciarni butil-4-
hidroksianizol) in PG (propilgalat). Naravni antioksidanti, kot so karotenoidi, fenolne
komponente (flavonoidi, fenolne kisline, alkoholi, tokoferoli) in askorbinska kislina se pogosto
nahajajo v rastlinah, sinteti¢ni antioksidanti so pogosto uporabni kot aditivi v hrani, saj zavirajo

oksidacijo, so poceni in Siroko uporabni.

V boju s prostimi radikali organizem uporablja antioksidante z razli¢nimi mehanizmi delovanja
(Sies, 1993). V mrezo so vkljuCeni trije mehanizmi, ki podpirajo antioksidativno zascito:

direktna zaS§c¢ita, prekinjanje veriznih reakcij in popravljanje Ze storjenih poskodb.

Zas¢itni mehanizem nastopi takoj, ko se v organizmu pojavijo reaktivni radikali in prva
obrambna naloga antioksidativne mreze je zmanjSevanje nastajanja vodikovega peroksida. To

funkcijo prevzamejo encimi peroksidaze, sodelujejo pa tudi karotenoidi.

Prekinjanje mehanizma verizne oksidacije poteka, ko antioksidanti reagirajo s prostimi radikali
in jih nevtralizirajo. Vecina teh antioksidantov ima majhno molekulsko maso, nekateri so
lipofilni (karotenoidi, vitamin E, Co0Qi), drugi hidrofilni (askorbinska Kislina, bilirubin).
Ucinkovitost antioksidanta se kaZze v tem, da se lahko nevtralizira v reakcijah z drugimi
prostimi radikali in jih spremeni v stabilen produkt ali pa tudi sam reagira z lipidi in sprozi
novo radikalsko verizno reakcijo. Tu pride do izraza pomen antioksidativne mreze, po kateri se
antioksidanti regenerirajo v njihovo reducirano stanje. Antioksidativna u€inkovitost je odvisna

od njihove koncentracije, aktivnosti in okolja, v katerem se nahajajo.

Tretja obrambna linija je odstranjevanje poskodovanih molekul med oksidativnim napadom in
zamenjavo poSkodovanih struktur z novimi. Vloga in mesto posameznega antioksidanta v

mrezi sta odvisni od njegovega potenciala (Buettner in Jurkiewicz, 1996).

Cim vedji negativni redukcijski potencial ima spojina, tem laZje bo oddala elektrone spojini z
manj negativnim ali pozitivnim redukcijskim potencialom in se pri tem sama oksidirala. Ceprav

je redukcijski potencial odlo€ilni dejavnik pri tem, kako bo neka spojina ucinkovala kot
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antioksidant, se je pokazalo, da k celotni uéinkovitosti prispevajo tudi druge fizikalno-kemijske
znacilnosti. Hidrofilnost oz. lipofilnost sta pomembni lastnosti antioksidantov, saj j