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1. UVOD

Lutein je pigment biljnog porijekla i dio je porodice karotenoida. Bioloska aktivnost
ovoga pigmenta pokazuje veliki antioksidativni potencijal i1 igra znacajnu ulogu u prevenciji
razli¢itih bolesti. BioloSki u¢inkovitu dozu tesko je posti¢i zbog njegove niske bioloSke
pristupacnosti i bioraspolozivosti u izvorima hrane. Na ove Cimbenike razli¢ito utjeCu
svojstva matrice hrane, prerada i prisutnost drugih dijetalnih komponenata. Lutein se zajedno
pojavljuje sa svojim izomerom, zeaksantinom. Oni su polarni karotenoidi koji se primarno
taloze u ljudskoj mreznici 1 imaju razli¢ite zastitne funkcije, tj. Stite Zutu pjegu (makulu) od
ostecenja plavim svjetlom, Stiti oko od ostalih o¢nih oboljenja i uklanjaj Stetne kisikove
Cestice. Takoder, povezani su sa smanjenim rizikom od starosne degeneracije makule
(AMD) 1 mrene, kardiovaskularnih bolesti 1 razli¢itih karcinoma. Vazno je svakodnevno
prehranom unositi lutein u organizam jer ga tijelo ne moze sintetizirati, kako bi upravo

sprijecili razvoj ovih bolesti.

Zadatak je ovog diplomskog rada je ekstrahirati lutein pomocu ultrazvuka i odrediti
tocnu koncentraciju luteina iz Zumanjka jajeta, jer Zumanjak je jedan od glavnih izvora

luteina u prehrani covjeka.



2. LITERATURNI DIO

2.1. Lutein

Lutein je pigment biljnog porijekla koji spada u skupinu karotenoida iz obitelji
ksantofila. (Slika 1.) Obi¢no se nalazi u kromoplastima biljaka, vo¢u, povréu, Zitaricama te
zumanjku jajeta. U ljudskom organizmu moze se na¢i u Zutoj pjegi, odnosno makuli. Covjek
nije sposoban sintetizirati karotenoide de novo i prema tome, njihova je prisutnost u ljudskim
tkivima u potpunosti dijetalnog podrijetla. Lutein je zajedno s P-karotenom jedan od
najrasprostranjenijih karotenoida u vocu i povréu koji se ¢esto konzumiraju u prehrani
covjeka. Upotreba luteina u prehrambenoj industriji ograni¢ena je zbog njegove
nestabilnosti i kemijskih promjena uzrokovanih tijekom prerade hrane. Procesi koji mogu
utjecati na integritet luteina ukljucuju visoke temperature, prisutnost kisika, svjetlosti 1

ekstremne promjene pH [1].

HgC CH3 CHB

HO" CH,4

Slika 1. Strukturni prikaz luteina [2].

2.1.1. Karotenoidi

Karotenoidi su izoprenoidni polieni pigmenti od Zute do crvene boje koji su Siroko
rasprostranjeni u prirodi. Vecina su tetraterpeni koji se sastoje od osam izoprenskih jedinica.
Terpeni se kategoriziraju prema broju izoprenskih jedinica koje sadrZe u svojoj strukturi
(Slika 2.). Povezivanjem jedinica Cs nastaju terpeni koji se vezu prema pravilu ,,glava-rep*
ili ,,rep-rep®. Sintetiziraju se u biljkama 1 u nekim mikroorganizmima, a ljudi 1 Zivotinje ne
mogu sintetizirati terpene pa moraju unosit u organizam hranu koja je bogata karotenoidima.
Izuzetno su fizioloSki vazni i1 ispunjavaju mnoge zadatke u ljudskom organizmu.
Prvenstveno uvijek prate klorofil i pomaZzu fotosintezi i fototaksiji kao pomo¢ni apsorbensi

svjetlosti, a s druge strane mogu zastiti biljke 1 mikroorganizme protiv pretjeranog zracenja

13].
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Slika 2. Strukturni prikaz molekule izoprena [4].

Najvaznije je strukturno obiljezje karotenoida konjugirani polienski lanac.
Izmjeni¢ne jednostruke i dvostruke veze tvore srediSnji dio molekule. Cijelom duzinom
polienskog lanca nalaze se delokalizirani z-elektroni te zbog toga karotenoidi imaju
jedinstvena kemijska svojstva, molekularni oblik i reaktivnost kemijske veze. Polienski
lanac predstavlja kromofor koji je odgovoran za karakteristicne boje: od bezbojne (fitoen)
do zute (4,40-diaponeurosporene), narancaste (B-karoten), crvene (pigment paprike
kapsantin), ruziCaste (bakterioruberin) i plave sa sve ve¢im brojem konjugiranih dvostrukih
veza. Kad su povezani s proteinima kao, karotenoproteini nastaje tamnoplava boja, kao npr.
krustacijanin (CR) u ljuskama jastoga. Nestabilni reakcijski meduprodukti, kao §to su ioni
karotenoidnih radikala, monokacije 1 dikacije, upijaju svjetlost u blizini infracrvenoga
podrucja. Lanac je poliena odgovoran za nestabilnost karotenoida prema oksidaciji na zraku,
jakim kiselinama, toplini, svjetlosti, §to zahtijeva posebne mjere opreza tijekom izolacijskih
procesa. Stoga, se rad s karotenoidima mora odvijati pod prigusenim svjetlom u inertnoj

atmosferi te u odsutnosti jakih kiselina 1 peroksida [3,5].

Sredi$nji dio molekule karotenoida sadrzi Cetiri izoprenske jedinice. SrediSnje dvije,
spojene rep-rep, te otvoreni lanac ili prstenasta struktura koji tvore krajeve lanaca. Ti
ugljikovodici nazivaju se karoteni. U karotene ubrajamo: a-karoten, -karoten, y-karoten,
fitofluen 1 likopen. Ti su spojevi zasluzni za crvenu, narancastu i Zutu boju voca i povréa
poput bundeve, mrkve, lubenice 1 drugo. Velika vecina prirodnih karotena imaju sve
dvostruke veze u trans polozaju gdje je R struktura otvorenog lanca ili prstenasti sustav

(Slika 3.). Samo nekoliko prirodnih karotena pokazuju cis-trans konfiguraciju [5,6].
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Slika 3. Prikaz R strukture otvorenog lanca [5].

Drugi dio karotenoidne strukture oksigenirani je derivat s raznim kombinacijama:
hidroksi-, epoksi-, alkohol-, aldehid-, keto-, lakton-, funkcije karboksilnih kiselina, estera ili
fenola. Ti spojevi nazivaju se ksantofili. Sadrze funkcionalne skupine s kisikom koje se
nalaze na krajevima lanca, a ne unutar viSekonjugiranog sustava. Nijedan heteroatom, osim
kisika, nije prisutan u prirodi karotenoida. Zuta i zelena boja u $pinatu, batatu, Zumanjku,
kukuruzu i drugim namirnicama dolazi od ksantofila. Glavni su predstavnici ove skupine:

lutein, zeaksantin B-kriptoksantin i a-kriptoksantin, (Slika 4.) [5,6].

lutein

Slika 4. Strukturni prikaz glavnih predstavnika karotenoida [7].



2.1.2. Biosinteza karotenoida

Biosinteza karotenoida regulirana je tijekom cijelog zivotnog ciklusa biljke i
ukljuc¢uje dinami¢ne promjene sastava uskladene sa razvojnim zahtjevima i potrebama
odgovora na vanjske podrazaje iz okoline. Biosinteti¢ki put je reguliran na posebnim
mjestima koja kontroliraju ulazak i prolazak metabolita kroz put.. Molekularna priroda
mehanizma biosinteze karotenoida ukljucuje dokaze za povratnu vezu metabolita,

transkripciju 1 epigenetsku kontrolu, kao i njithovo nakupljane, skladistenje i razgradnju [8].

U biljkama se karotenoidi sintetiziraju unutar plastida pomocu enzima koji su
kodirani u jezgri. Biosinteza karotenoida ovisi o dostupnosti izoprenoidnih supstrata.
Karotenoidi nastaju 2-C-metil-D-eritrol-4-fosfatnim putem (MEP) koji se odvija u
plastidima, a kao pocetne spojeve koristi gliceraldehid-3-fosfat i piruvat iz kojih se
sintetizira geranil-geranil-difosfata (GGPP) (Slika 5.). Kondenzacijom dva GGPP-a
djelovanjem enzima fitoen-sintaze (PSY) nastaje fitoen, tj. prvi karotenoid. Prvi koraci
MEP-a regulirani su deoksiksiluloza-5-fosfat sintazom (DXS) i 1-deoksi-D-ksiluloza-5-
fosfat reduktoizomerazom (DXR) [8,9].

Drugi klju¢ni regulatorni enzim je 1-hidroksi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfat
reduktaza (HDR), koji katalizira proizvodnju izopentil-difosfata (IPP) i dimetilalil-difostata
(DMAPP). Abiotski i biotski ¢imbenici mogu utjecati na dostupnost preteca izoprenoida.
Svjetlosne 1 cirkadijalne oscilacije mogu promijeniti ekspresiju gotovo svih MEP gena 1

nekoliko karotenoidnih gena [8].

Biosinteza fitoena korak je koji ogranicava brzinu karotenogeneze. PSY je opcenito
prihvaden kao najvazniji regulatorni enzim u putu. Na transkripcijskoj razini PSY geni

reagiraju na: apscisi¢nu kiselinu (ABA), jaku svjetlost, sol, temperaturu i susu [8].

Regulacija biosinteze likopena potpomognuta je desaturazama, izomerazama i
modifikatorima kromatina. Proizvodnja cjelokupnog trans-likopena iz fitoena zahtijeva
slozeni skup od cetiri reakcije koje kataliziraju: fitoen-desaturaza (PDS), (-karoten
izomeraza (Z-1SO), (-karoten desaturaza (ZDS) i karotenoid izomerazu (CRTISO) kao 1
fotoizomerizaciju posredovanu svjetlom. CRTISO koji katalizira cis-trans reakcije pri cemu
izomerizira Cetiri cis veze koje uvode desaturaze, predstavlja regulatorni ¢vor na putu
biosinteze. Enzim histon-metiltransferaza koji modificira kromatin potreban je za ekspresiju

CRTISO-a [8.9].



Biosinteza karotenoida se dijeli nakon likopena kako bi se proizveli epsilon- i beta-
karotenoidi pomoc¢u enzimske aktivnosti dvije likopenske ciklaze, eLCY i BLCY. To ujedno
igra glavnu ulogu u modulaciji omjera najzastupljenijeg karotenoida tj. luteina i B-
karotenoida. U biosintezi luteina sudjeluju: lutl, e-hidroksilaza, [ut2, eLCY, ccr2 (hladni
cirkadni regulator 2), CRTISO i lut5. Takoder, sadrzi i B-hidroksilazu i regulatorni mutant
SDGS kromatina te ccrl. Razina luteina moze se mijenjati stvaranjem likopena alternativnim
putem koji ne zahtijeva stvaranje cis-karotena. Odsutnost CRTISO ili specifi¢nih izomera

karotena smanjuje biosntezu luteina [8].
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Slika 5. Strukturni prikaz sinteze karotenoida [10].

2.1.3. Metabolizam i bioraspolozivost karotenoida

Losa topljivost karoteonida u mastima utjece na njihovu nizu biodostupnost u odnosu
na druge sastojke koji su topiviji u mastima. Na apsorpciju karotenoida utjece nekoliko
¢imbenika. Prerada hrane i kuhanje uzrokuju mehanicko razlaganje tkiva i oslobadanje

karotenoide §to poboljsava njihovu apsorpciju. Topljivost katotenoida u lipidima iz hrane



poboljsava rasprsivanje u probavnoj tekuéini u obliku emulzije. Probavljanje lipida iz hrane
u emulziju nastavlja se pomoc¢u zeluCane kiseline i lipolitickih enzima. Na posljetku,
karotenoidi se otapaju u tzv. mijeSanoj miceli. Kolesterol, slobodne masne Kkiseline,
monoacilglicerol, fosfolipidi 1 Zzu¢ne soli su dijelovi mijeSane micele. Na prijenos
mikroelemenata topivih u mastima u mijeSane micele, tijekom lipolize lipida, pomocu lipaza
mogu utjecati razliciti ¢imbenici kao §to je molekularna struktura mikroelementa, pH,
koncentracija lipida u zuci i prisutnost minimalne koli¢ine prehrambenih masti. Masnoca iz
hrane potice sok gusterace i izluCivanje zuci, Sto je neophodno za probavu lipida i stvaranje
micela te osigurava lipide potrebne za strukturiranje mijesanih micela. Pretpostavlja se da
Sto je veli postotak lipidnih mikroelemenata ugradenih u micele, to je veca njegova

ucinkovitost apsorpcije [7,11].

Znanstvenici su dugo pretpostavljali da se apsorpcija odvija pasivnom difuzijom u
tankom crijevu, s koncentracijskim gradijentom izmedu koli¢ine karotenoida, u stani¢noj
membrani 1 mijeSanoj miceli. Dodatnim istrazivanjem potvrdeno je prenoSenje karoteonida
pomocu razli€itih lipidnih membranskih transportera, koji prenose karotenoide u stanice
sluznice crijeva olakSanom difuzijom. SR-BI (eng. Scavenger Receptor class 8 type I) prvi
je istaknuti jednolancani transmembranski glikoprotein koji se nalazi na Cetkastoj rubnoj
membrani (BBM) enterocita od dvanaesnika do debelog crijeva. Sposoban je vezati
lipoproteine 1 moze olaksSati selektivni ulazak velikog broja liganada u stanicu. Medutim,

njegova osnovna uloga u crijevima je olakSavanje unosa nekolesterolnih lipida [11].

Drugi je sveprisutni receptor CD36 (Cluster Determinant 36), glikoprotein 1V koji
posjeduje Siroku specificnost prema supstratima. Pretpostavlja se da igra klju¢nu ulogu u
unosu masnih kiselina u crijeva, te sudjeluje u selektivnom transportu karotenoid. Takoder,
ukljucen je u unoSenje likopena 1 luteina u adipocite. Takoder se moZe 1 kolokalizirati s
drugim proteinima, poput kaveolina-1, u lipidnim dijelovima. Stoga je moguce da izmedu

ovih proteina dode do suradnje u usvajanju lipidnih mikroelemenata [11].

Dokazano je da se dio dostupnih karotenoida unese u stanice sluznice crijeva i izluci
u limfu u obliku hilomikrona koji potom prelaze u krvotok. Kada se hilomikroni razgrade
pomocu lipoproteinskih lipaza, jetra preuzimaju karotenoide iz ostatka hilomikrona.
Karotenoidi se skladiste u jetri ili se ponovno izluc¢uju u lipoproteine vrlo niske gustoce
(VLDL) u krvotok, nadalje se prenose cirkulacijom u obliku lipoproteina niske gustoce

(LDL). Na samom kraju tkiva upijaju karotenoide pomocéu LDL receptora. Likopen, [-



karoten su jako hidrofobni karotenoidi koji su smjesteni u unutarnjem dijelu LDL-a. Lutein
1 zeaksantin nalaze se na vanjskoj povrsini lipoproteinskih Cestica i ravnomjerno su
rasporedeni izmedu LDL-a i HDL-a, jer su slabo hidrofobni karotenoidi. Masno tkivo i jetra

su glavna skladi$na tkiva karotenoida [12].

2.1.4. Antioksidativna aktivnost karotenoida

Ljudski organizam izloZen je raznim prooksidansima koji mogu ostetiti bioloski
znaCajne molekule, kao Sto su DNA, proteini, ugljikohidrati i lipidi. Medu raznim
obrambenim strategijama, karotenoidi su ukljuceni u uklanjanje dvije reaktivne vrste, a to
su singletni molekularni kisik ('O2) i peroksil radikali. Oni su ucinkoviti deaktivatori

molekule koji sudjeluje u stvaranju radikala i singlet kisika [13].

Interakcija karotenoida s molekularnim singletnim kiskom uvelike ovisi o fizikalnom
gasenju (engl. physical quenching), sto ukljucuje direktan prijenos energije izmedu obje
molekule. Energija molekularnog singletnog kisika prenosi se u molekulu karotenoida da bi
se dobilo osnovno stanje kisika i triplet pobudeni karoten. Umjesto daljnjih kemijskih
reakcija, karotenoid se vraca u pocetno stanje, ,,rasipajuci svoju energiju interakcijom s
okolnim otapalom. Za razliku od fizikalnog gasenja, kemijske reakcije izmedu pobudenog
kisika 1 karotenoida su manje vazne i doprinose manje od 0,05% od ukupne brzine gasenja.
Budu¢i da karotenoidi ostaju nedirnuti tijekom fizikalnog gasenja molekularnog singletnog
kisika, oni se mogu ponovno koristiti nekoliko puta u takvim ciklusima gaSenja.
Ucinkovitost karotenoida za fizikalno gaSenje povezana je s brojem konjugiranih dvostrukih
veza prisutnih u molekuli §to odreduje njihove najniZe trostruke razine energije. -karoteni
1 strukturno srodni karotenoidi imaju triplet razine energije blizu one od molekularnog

singletnog kisika, omogucujuc¢i tako prijenos energije [13].

Karotenoidi najucinkovitije reagiraju s peroksilnim radikalima u odnosu na razne
druge radikale u organizmu koji takoder nastaju u oksidacijskim uvjetima. Peroksilni
radikali nastaju procesom peroksidacije lipida, a uklanjanje ove vrste zaustavlja reakcijski
slijed koji kona¢no dovodi do ostecenja lipofilnih odjeljaka. Bitna uloga karotenoida u zastiti
stani¢nih membrana i lipoproteina protiv oksidativnog oSte¢enja je u njihovoj lipofilnosti 1
specificnosti  spojeva koji uklanjaju peroksilne radikale. Antioksidativna aktivnost
karotenoida ovisi o vezi s deaktiviranjem peroksilnih radikala stvaranjem radikalnih adukata
koji tvore rezonancijski stabiliziran centralni ugljikov radikal. U njemu nespareni elektron

nije vise usredotocen na kisik, ve¢ se delokalizira preko konjugiranog poliena [13].



Antioksidativno djelovanje karotenoida ovisi o napetosti kisika prisutnog u sustavu.
Pri niskim parcijalnim tlakovima kisika, kakav se nalazi u vecini tkiva u fizioloskim
uvjetima, utvrdeno je da [-karoten inhibira oksidaciju. Suprotno tome, pocetno
antioksidativno djelovanje -karotena prati prooksidativno djelovanje pri visokoj napetosti
kisika. Znastvenici su pretpostavili da bi prooksidativni ucinak f-karotena mogao biti

povezan sa Stetnim ucincima koji su uoceni kod dodavanja visokih doza B-karotena [13,14].

U bioloskim sustavima izloZenost svjetlu dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih
vrsta koje Stete biomolekulama 1 utjeCu na integritet i stabilnost substani¢nih struktura,
stanica i tkiva. Fotooksidativni procesi igraju glavnu ulogu u patobiokemiji nekoliko bolesti,
koje ve¢inom zahvacaju dijelove tijela koji su izloZeni svjetlu poput ociju i koze. Zastita od
fotooksidacijskih procesa povezana je s antioksidativnim djelovanjem makularnih
karotenoida, luteina i zeaksantina, i njihovim ucincima svjetlosnog filtriranja. Lutein 1
zaksantin pokazuju bolju efikasnost filtriranja od B-karotena i likopena. Posljedica je bolje
ucinkovitosti razlika u polozaju ugradenih molekula unutar liposomske membrane. Takoder,
takve razlike mogu biti razlog zasto se makularni karotenoidi mogu smjestiti u membrane u

vi$im koli¢inama od ostalih karotenoida [13,15].

2.1.5. Kemijska i fizikalna svojstva luteina

Lutein je pigment biljnog porijekla koji pripada skupini oksigeniranih karotenoida,
tj. skupini ksantofila. Ksantofili posjeduju dvije hidroksilne skupine smjeStene na kraju
supstituiranih prstena molekule. Dvije hidroksilne skupine u luteinu omogucuju nesto vecu
polarnost od ostalih karotenoida. Prisutnost hidroksilnih skupina na terminalnim prstenima
uzrokuje provitaminsku neaktivnost luteina u ljudskom organizmu. PoloZaj dvostruke veze
1 geometrijska orijentacija prikazuju strukturne razlike izmedu luteina i zeaksantina, odnosno
njegovog izomera (Slika 6.). Lutein 1 zeaksantin mogu se medusobno pretvoriti u tijelu
putem intermedijara koji se naziva mezo-zeaksantin. Molekulska formula luteina je

C40Hs5202, a molekulska masa iznosi 568,886 g/mol.
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Slika 6. Stukturni prikaz luteina i njegovog izomera zeaksantina [16].

Najtipi¢nije svojstvo luteina, kao i ostalih karotenoida, dugi je polieni lanac. Lutein
se sastoji od niza od deset konjugiranih dvostrukih veza od kojih jedna pripada prstenu, a
ostale ugljikovodiénom lancu. Takav konjugirani sustav dvostrukih veza odreduje
fotokemijska svojstva 1 kemijsku reaktivnost koje daju osnovne bioloske funkcije
karotenoida, poput antioksidativne aktivnosti. Polieni lanac osjetljiv je na oksidacijsku

razgradnju svjetlos¢u i kemijski je nestabilan u prisutnosti kiselina [17].

Lutein je hidrofobna, lipofilna molekula netopljiva u vodi, Sto ograni¢ava njegovo
izravno ugradivanje u proizvode bazirane na vodenom mediju. Topljiv je u mastima, uljima
1 krvi. Zbog svoje topljivosti u mastima ugraduje se u hilomikrone koji se nalaze u crijevima
1 prenose ga do jetre. Osjetljiv je na kemijsku razgradnju uslijed oksidacije, koju promoviraju
prooksidanti, poviSene temperature, izloZenost svjetlu 1 kisela okruZenja. Lutein je u
biljkama prisutan kao ester masnih kiselina koji je vezan s jednom ili dvije masne kiseline

na dvije hidroksilne skupine [18].

2.1.6. Izvori luteina u hrani
Lutein 1 zeaksantin prisutni su u lisnatom zelenom povréu, vocu 1 povréu, poput
paprike, kukuruza, graSka te zumanjku jajeta. Kukuruz je povrée s najveCom koli¢inom

luteina (60%), a kivi, grozde, Spinat, naranca i tikva sadrze od 30 % do 40% ovog spoja [1].

Lutein je prvenstveno prisutan kao ester masne kiseline u odredenim plodovima
poput narance, tikve i papaje. U zelenom lisnatom povréu prisutan je u nesterificiranom
obliku u masnim kiselinama ili kao slobodni lutein. Unato§ istrazivanjima, joS nema to¢ne
procjene unosa 1 apsorpcije luteina u prehrani. Velik broj prehrambenih industrija dodaju

lutein proizvodima ili su se usmjerile pozornost oznac¢avanja na svojstveni sadrzaj luteina u
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njihovim proizvodima. Iz toga razloga znanje o luteinu, stabilnost izomerizacije tijekom

obrade i bioraspolozivost postali su jako vazni [19].

Bioraspolozivost luteina ¢e se poboljsati tijekom pripreme hrane, blagom do
umjerenom termi¢kom obradom. Neovisno o termickoj obradi, struktura luteina doprinosi
poboljsanju bioraspolozivosti barem u odnosu na B-karoten, jer lutein sadrzi dvije
hidroksilne skupine koje se nalaze na krajevima prstena, a povecana polarnost u odnosu na

ostale karotenoide pogodno utjece na njegovu bolju apsorpciju i probavu u crijevima [19].

Jedan od najboljih izvora luteina je Zumanjak jajeta jer je njegova bioiskoristivost
veéa iz zumanjka, nego u biljnim izvorima ili dodacima prehrani. Zumanjak jajeta je matrica
sastavljena od probavljivih lipida, kolesterola, triacilglicerola i fosfolipida. Lutein i
zeaksantin rasprSeni su u matrici zajedno s mikrohranjivim tvarima topljivim u mastima,
poput vitamina A, D i E. Lutein i zeaksantim bioloski su dostupni zbog povezanosti s
lipidnim matriksom zumanjka. Jaja obi¢no sadrze 0,3 do 0,5 mg ukupnih ksantofila, s nesto

vise od polovice prisutnih u obliku luteina [20].

2.1.7. Vaznost luteina u ljudskom zdravlju

Pravilna prehrana koja je bogata luteinom vazna je za sprje¢avanje bolesti te
poboljsanje kardiovaskularnog i ziv€anog sustava, zdravlja o€iju te za zaStitu koze u
uvjetima izlozenosti Stetnim zraCenjima. Zbog svog snaznog oksidacijskog djelovanja,
karotenoidi utje€u na smanjenje rizika od pojave zlo¢udnih tumora u ljudskom organizmu.

Luteina u ljudskim tkivima u potpunosti je potjece iz hrane [21].

Raspodjela luteina medu tkivima slicna je ostalima karotenoidima, a zajedno sa
zeaksantinom pronadena je u srediStu mreZnice, zato se obi¢no naziva 1 makularnim
pigmentom. Lutein ima veliki afinitet prema perifernoj mreZnici 1 Stapi¢ima, a zeaksantin
prema cunji¢ima. Njihova najveca koncentracija je u makuli, u aksonima fotoreceptora.
(Slika 7.) Lutein selektivno apsorbira plavo svijetlo jer je njegova vrS$na apsorpcija unutar
spektra na 446 nm. Plavo svijetlo nanosi 100 puta vecu Stetu u usporedbi s narancastom
svjetloS¢u. Zbog svoje sposobnosti filtriranja, lutein je u€inkovit u prevenciji oStec¢enja
fotoreceptora uzrokovanih plavim svjetlom koje pokrece stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta
tijekom fotokemijskih reakcija. Koli¢ina makularnog pigmenta obrnuto je povezana s
ucestalosti starosne makularne degeneracije (AMD), to je nepovratni proces koji je glavni
uzrok sljepoce kod starijih osoba. Takoder, makularni pigmenti snazni su antioksidansi koji

sluZe u prevenciji usporavanja pojave katarakte [1,22].
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Slika 7. Slikovni prikaz grade oka [23].

Koza je najvecéi i najizlozeniji organ na kojega djeluju Stetni okoli$ni ¢imbenici koji
mogu uzrokovati starenje 1 promjene na kozi. NajceS€e oSteCenje koze uzrokovano je
izlaganjem suncevoj svjetlosti, a takvo oSteenje moze uzrokovati karcinom koze zbog
stvaranja Stetnih radikala u kozi. U istrazivanju koje su proveli Palomba i sur. (2007.),
ispitanici su svaki dan trebali oralno unijeti u organizam antioksidanse koji su sadrzavali
lutein i zeaksantin. Rezultati su bili bolja hidratacija i zaSti¢enost koZe, povecana koli¢ina

lipida u povrSinskom sloju koze i elasti¢nost, te smanjena hrapavost koze [24].

2.1.8. Dosadasnja istrazivanja

Tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a ulozeno je puno napora u razvoj pobolj$anih
metoda ekstrakcije karotenoida. Medutim, obnavljanje iz kompleksnih matrica hrane ostaje
niska, zbog razlic¢itih kemijskih i fizikalnih barijera prisutnih u matricama koje sprjecavaju
masovni transfer karotenoida tijekom ekstrakcije. Prisutnost raznolikih skupina karotenoida
s razli¢itim stupnjevima polarnosti takoder utje¢e na njihovu ekstrakciju. Zahvaljujuci svojoj
hidrofobnoj prirodi, karotenoidi se uobicajeno ekstrahiraju organskim otapalima. Nepolarna
otapala, poput heksana, etera ili tetrahidrofurana (THF), odli¢an su izbor za ekstrakciju
nepolarnih karotena ili esterificiranih ksantofila, dok polarna otapala, poput acetona, etanola

1 etil acetata prikladnija su za ekstrakciju polarnih karotenoida.

Glavne metode ekstrakcije koje se koriste u izolaciji karotenoida su: ekstrakcija
Soxhletom, maceracija, mikrovalana ekstrakcija pomocu mikrovalne pecnice (engl.
microwave assisted extraction, MAE) ili pomocu ultrazvuka (engl. ultrasound assisted
extraction, UAE), ubrzana ekstrakcija otapalom (engl, accelerated solvent extraction, ASE)
- takoder poznata kao ekstrakcija tekucine pod pritiskom (engl. pressurized liquid extraction,

PLE) te pulsna ekstrakcija potpomognuta elektricnim poljem (engl. pulsed electric field
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assisted extraction, PEF). Nadalje, koristi se 1 ekstrakcija superkriticnim fluidom (engl.
supercritical fluid extraction, SFE), koja se Cesto temelji na upotrebi superkriticnog CO>
(SCCO») kao otapala, uz minimalnu uporabu organskih otapala poput etanola. Takoder,
koristi se i1 ekstrakcija uz pomo¢ enzima (engl. enzyme-assisted extraction, EAE). Ove
metode ekstrakcije razlikuju se u nacinu degradacije stanica i stupnju primjene temperature
1 tlaka za ekstrakciju karotenoida. Tako primjerice, ASE i SFE rade na niskoj temperaturi i
visokom tlaku dok UAE, PEF i EAE koriste ultrazvu¢ne valove, visokonaponske impulse i
celuloliticke enzime, za razgradnju stanica, Sto olakSava oslobadanje unutarstani¢nih

karotenoida [25].

Aceton, etil-acetat i metanol su najceS¢e koriStena otapala za izolaciju luteina.
Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom utjeCe na poboljSanje izolacije luteina iz uzorka.
Najces¢e koristene analiticke metode koje se koriste za analizu uzoraka luteina su:
tekucinska kromatografija visoke razluc¢ivosti (HPLC), teku¢inska kromatografija spregnuta
s tandemskog masenom spektrometrijom (LC-MS/MS), spektrofotometrijska analiza te

tekucinska kromatografija ultravisoke razluc¢ivosti (UHPLC) [26].

Analiza luteina, zeaksantina i drugih karotenoida u jajima predstavlja posebne
izazove zbog visoke masnoce i sadrzaja proteina u matrici Zumanjka. Karotenoidi iz
zumanjka ovise o njihovoj ekstrakciji organskim otapalom nakon cega slijedi korak
prociS¢avanja kako bi se uklonili koekstrahirani lipidi. Furusaw (2011.) je uveo ekstrakciju

karotenoida iz uzorka Zumanjka za analizu pomocu sustava s jednim otapalom [26,27].

Najbolja ekstrakcija za karotenoide pronadena je kod trostrukog sustava otapala koji
su koristili Schlatterer 1 sur.(2006.), a koji se sastoji od petroletera, etil-acetata i metanola u
volumnom omjeru 1:1:1.Za ekstrakciju ksantofila iz matriksa Zumanjka je najpogodnija je

kombinacija aceton, metanol i 0,5 M trietilamonijev acetat u volumnom omjeru 14:5:1 [28].

Yue i sur. (2006.) koristili su ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom kako bi
ekstrahirali lutein iz Zumanjaka jajeta. Ova se metoda pokazala znatno ucinkovitijom od
metode ekstrakcije s jednim otapalom. Nakon ekstrakcije, ksantofili iz zumanjka mogli su

se odvojiti 1 kvantificirati [29].

Profil karotenoida znatno ovisi o prehrani kokoSi. To znaci da se vrsta i koli¢ina
karotenoida u Zumanjku moZe jako razlikovati 1 manipulirati hranom za perad. Schlatterer 1

sur. (2006.) dokazali su da razli€iti uvjeti uzgoja daju jaja s razli¢itim sastavom karotenoida
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u zumanjku zbog razlika u iskori§tavanju hrane. Od kukuruznih proizvoda koristi se Zuto
kukuruzno brasno kao dodatak u prehrani peradi. Takoder, sadrzaj luteina i zeaksantina u
obogacenom sirovom jajetu vidi se kod kokosi uzgajanih na dobro definiranoj hrani. Velike
kolic¢ine luteina, (1774pg/ 100g), nadene su u zumanjku iz ekoloskog uzgoja koji su bili visi
od ostalih sustava koji ukljuc¢uju kavezni uzgoj i uzgoj u Zzitnici. Uzrok je tomu, vjerojatno,
Sto su kokosi iz ekoloSkog sustava imali pristup tamnozelenoj lisnatoj vegetaciji na njihovim

pasnjacima, dok kokosi u ostalim sustavima nisu imali takve uvjete [28].

U istrazivanju koje su izveli Lin i sur. (2014.), uoceno je da je lutein posebno
vrijedan proizvod dobiven iz biomase mikroalgi, kada se mikroalge koriste za smanjenje
emisije CO> iz glavnih industrijski sektora, poput dimnih plinova u elektranama. Medutim,
potrebni su jos istrazivacki i razvojni napori za postizanje brzog uzgoja sojeva algi s visokim

sadrzajem luteina [30].

Jin i sur. (2009.), su nano-kapsulirali lutein s hidroksipropilmetil celuloznim ftalatom
(HPMCP) kako bi lutein odrzao svoju bioaktivnost i izbjegao termicku ili svjetlosnu
razgradnju. Za pripremu nano-kapsule luteina i HPMCP koristili su superkriti¢no
protuotapalo. Istrazeni su ucinci nekoliko radnih parametara na prinos, opterecenje luteinom,
ucinkovitost inkapsulacije, veli¢inu i raspodjelu veli¢ine nano-kapsule. Srednji promjer
nano-kapsula kretao se od 163 nm do 219 nm pod odgovaraju¢im eksperimentalnim
uvjetima. Rezultat skenirajuc¢eg elektronskog mikroskopa pokazao je da su nano-kapsule
gotovo sferne. Najveci prinos 95,35 %, postignut je kada je pocetna koncentracija bila
zasi¢ena. Najvece opterecenje luteinom od 15,80 % 1 u€inkovitost inkapsulacije od 88,41 %
dobiveno je uuvjetima od 11 MPa, 40 °C i omjeru CHPMCP i luteina, 5:1. Rezultati ukazuju

na to da se lutein moZe primijeniti u prehrambenoj industriji [31].

Chew 1 sur. (2015.) su proveli istrazivanje The Age-Related Eye Disease Study
(AREDS) u kojem dokazuju formulaciju za tretman degeneracije makule koja sadrzi vitamin
C, E, beta-karoten i cink s bakrom. Studija o¢nih bolesti oka 2 (AREDS?2) procijenila je
vrijednost zamijene luteina 1 zeaksantina u AREDS formulaciji zbog dokazanog rizika od
raka pluca od B-karotena kod pusacéa i bivsih pusaca. Kao $to je prethodno izvjesteno u
sekundarnoj analizi, sudionici, AREDS2 koji su uzimali lutein i zeaksantin s ili bez omega-
3 masnim kiselinama imali su neSto nizu stopu napredovanja AMD-a od sudionika koji nisu

uzimali lutein i zeaksantin [32].
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2.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvucna ekstrakcija je tehnika koja se koristi za izolaciju bioaktivnih spojeva,
poput vitamina, polifenola, polisaharida, karotenoida i drugih fitokemikalija, iz biljnih vrsta.
Buduci da je ultazvucna ekstrakcija vrlo u¢inkovita metoda za izolaciju, ona znatno smanjuje
troskove i vrijeme ekstrakcije. Temelji se na principu rada akusti¢ne ili ultrazvucne
kavitacije. Ultrazvu¢na ekstrakcija koristi akusti¢ne valove u rasponu od kiloherca koji
putuju kroz otapalo stvarajuci kavitacijske mjehuri¢e. Uc¢inak ultrazvuka znatno je bolji 1
korisniji pri nizim frekvencijama tj., od 20 do 40 kHz, dok je gotovo zanemariv u rasponu
od 400 do 800 kHz, jer upravo kod frekvencija od 20 do 40 kHz djeluju mehanicki ucinci
fenomena kavitacije kao $to su turbulencije i strujanja tekuc¢ine. Ultrazvu¢na ekstrakcija
postiZe se kada se ultrazvucni valovi velike snage i niske frekvencije povezu u finu kasu koja
se sastoji od biljnog materijala u otapalu. Ultrazvucni valovi putuju kroz otopinu stvarajuci
izmjenicne cikluse visokog i niskog tlaka Sto rezultira pojavom akusti¢ne ili ultrazvucne
kavitacije. Ultrazvuc¢na kavitacija dovodi do ekstremnih temperatura, tlakova, brzina

zagrijavanja ili hladenja, razlika tlaka i velikih sila u mediju [33].

Kavitacija pruza vece dotok otapala u materijal i povecava prijenos mase na stani¢ni
materijal, tj. stanicne stjenke. Kada kavitacijski mjehuri¢i implodiraju na povrSini materijala,
interpatikularni sudari generiraju u€inke poput povrsinskog ljustenja, erozije, sonoporacije i
poremecaja stanica. (Slika 8.) Uz to, implozija kavitacijskih mjehuri¢a u teku¢em mediju
stvara makro 1 mikro- turbulencije. Ultrazvucno zracenje predstavlja nacin za poboljSavanje
procesa prijenosa mase, jer ultrazvucna obrada rezultira kavitacijom i s njom povezanim
mehanizmima, kao $to su mikropokretanje, strujanje, kompresija i dekompresija. Kada
stani¢na stjenka pukne dolazi do doticaja sa sadrzajem stanice te se tako ubrzava ekstrakcija

1 povecava njena efikasnost [33,34].

compression compression COMprasson COMpPression

\AANARARAN4
\/U\/\/\/

rarefaction rarafaction rarafaction r;:lrcfam on rarafaction

N K .=. -

S000K.
H000ats
4000 mis

bubble formation * bubble growth * unsiable size *nunma implosion/

aver several cycles violent collapse

Slika 8. Shematski prikaza akusti¢ne kavitacije i njenih hidrodinamickih sila [33].
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Ultrazvuk moze pomo¢i procesima ekstrakcije kroz poremecaj stanica i pove¢anjem
prijenosa mase u granicnom sloju koji okruzuje ¢vrsti matriks. Sonoporacija, perforacija
stani¢nih stijenki i membrana, povecava propusnost stanicnih stijenki i membrana i ¢esto je
srednji korak prije nego Sto stanice u potpunosti uniSte ultrazvukom. Mehanicki ucinci
kavitacije inducirane ultrazvukom, kao S§to su razlike u toplini i tlaku, udarni valovi,
posmicne sile, mikro-strujanja, pojaavaju prodor otapala u unutrasnjost stanice i
poboljsavaju prijenos mase izmedu stanice i otapala tako da medustani¢ni materijali prenose

u otapalo [33].

Za ekstrakciju se preferira primjena ultrazvuka jer vodena kupka za ultrazvucnu
obradu Cesto je dostupna u vecini analiti¢kih laboratorija. Upotreba ultrazvuka poboljsava
disperziju i u¢inkovitost bilo koje ekstrakcije te istovremeno smanjuje vrijeme ekstrakcije

zbog jednostavnosti izvodenja (Slika 9.) [35].

Slika 9. Prikaz aparature za ultrazvuénu ekstrakciju [36].

2.3. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) s UV/VIS
detektorom

Kromatorafska analiza je analiza koja se zasniva na razdvajanju komponenata na
temelju razlicite raspodjele mobilne 1 stacionarne faze. Tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) je teku¢inska kromatografija u kojoj se teku¢a pokretna faza, odnosno
mobilna faza se mehanic¢ki pumpa kroz kolonu koja obuhvaéa stacionarnu fazu. HPLC
analiza Cesto se koristi u medicinskim, klini¢kim, farmaceutskim, biokemijskim i kemijskim
analizama. Razlika HPLC metode u odnosu na klasi¢nu tekucinsku kromatografiju je

upotreba visokog tlaka pomoc¢u pumpe, $to zapravo smanjuje vrijeme odvajanja supstanci
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analita. HPLC instrument sastoji se od injektora, pumpe, kolone koja je ispunjena
stacionarnom fazom, a detektor identificira dobivene podatke u obliku kromatograma (Slika
10.). Kromatografiju mozemo opisati pomocu Cetiri glava termina: kapacitet, u¢inkovitost,
selektivnost i razluCivost. Kapacitet 1 selektivnost kolona su varijable kojima u velikoj mjeri
upravlja proizvoda¢ kolona, dok ucinkovitost i razlucivost mogu donekle kontrolirati
kromatografi. Da bi se postiglo najbolje moguée razdvajanje, u¢inkovitost kromatografskog
sustava mora se optimizirati kako bi se Sirenje opsega svelo na najmanju mogucu mjeru.
Kolona bi trebala imati sposobnost zadrzavanja otopljenih tvari i trebala bi imati

odgovarajucu selektivnost za analizu analita od interesa [37].

3

prediolona
komora za pumpa
B hrtwra
mijeFare -
otapala T il
| — —1
|
/,l:j\ kolona
E— -~ [
|

sptefhtici

otapala sustay
podataka

Slika 10. Shematski prikaz dijelova HPLC kromatografa [38].

Kromatografske kolone dijele se na kolonu normalnih faza i kolonu obrnutih faza.
Kolona normalnih faza sadrZi nepolarnu mobilnu fazu i polarnu stacionarnu fazu. Kolona

obrnutih faza sadrZi polarnu mobilnu fazu te nepolarnu stacionarnu fazu [39].

Detektor sadrzi proto¢nu ¢eliju koja detektira svaki sloZeni spoj u pozadini mobilne
faze. Odgovaraju¢i detektor ima sposobnost osjetiti prisutnost spoja i poslati njegov
odgovaraju¢i elektri¢ni signal racunalnoj podatkovnoj stanici. Vrsta detektora ovisi o

karakteristikama i koncentracijama spojeva koje treba razdvojiti i analizirati [40].

Razvijeno je nekoliko tipova detektora, ultraljubicasti (UV) apsorpcijski detektor,
detektor fluorescentnih zraka, foto-diodni detektor, detektor indeksa loma, maseni

spektrometar kao detektor HPLC-a 1 detektor elektricne vodljivosti. Najces¢i tip detektora
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je UV/Vis detektor, a on mjeri sposobnost analita da apsorbira svjetlo na odredenim valnim
duljinama u UV 1 Vis podruc¢ju. Apsorpcija elektromagnetskog zracenja u UV podrucju je
od 170 do 400 nm, a u Vis podrucju je od 400 do 750 nm. Osjetljivost strogo ovisi o prirodi
analita. Dijelovi UV/Vis detektor su: izvor zracCenja, selektor valnih duljina, kivete s

uzorkom i detektor (Slika 11.)[37,39].

Froree

Detckbor
lzvor svpetbosi

PI 183

Kiveia sa uzorkom

Slika 11. Dijelovi UV/Vis detektora [41].

Funkcija detektora je nadziranje svjetlosti koja prolazi kroz eluent. Pri prolasku spoja
kroz eluent, on apsorbira UV, spoj otopljen u eluentu kroz detektor upija dio svjetlosti,
sprjeCavaju¢i ga tako od dosezanja svjetlosnog senzora. Smanjenje svjetlosti rezultira
elektricnom strujom koja izlazi iz detektora i uvodi u podatkovni sustav. Koncentracija
otopljene tvari 1 intenzitet svjetlosti propusStene kroz protocnu celiju povezani su prema

Lambert-Beerovom zakonu [37].

Mjerenje ove metode moze se opisati transmitancijom 7, a ona se temelji na

usporedbi intenzitea propusStenog (P) i upadnog zracenja (Py) (Jednadzba 1.).
T=P/P (D

Koncentracija analita prikazana je Lamber-Berovim zakonom prema jednadzbi 2.

koja povezuje apsorbanciju i transmitanciju kojom se izracuna tocna koncentracija.
A= -log(T)= gL (2)

Iz jednadzbe 2. moze se zakljuciti da je koncentracija uzorka ¢ (mol/L)
proporcionalna apsorbanciji 4, a obrnuto proporcionalna duljini puta svjetlosti kroz kivetu

L (cm) 1 molarnoj apsorptivnosti € (L/mol cm) [42].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Pribor
- polipropilenske kivete za cetrifugu (50 mL)
- pipeta (5 mL)
- mikropipete (100 -1000 pL)
- vialice za HPLC (1,5 mL)

3.2. Kemikalije
- aceton, pro analysis (Gram-mol, Hrvatska)
- n-heksan, HPLC C¢isto¢e (Carlo Erba, Francuska)
- metanol, HPLC cistoce (J. T. Baker, Poljska)
- etilacetat (Fisher Scientific, UK)
- tetrahidrofuran, HPLC cistoce (Fisher Scientific, UK)
- 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT), 99% (Acros Organics, Njemacka)

3.3. Instrumentacija
- analiticka vaga (KERN, Njemacka)
- laboratorijska tresilica (vorteks) (IKA, Njemacka)
- magnetska mjeSalica s grijaCem (IKA, Njemacka)
- centrifuga (Centric 200R, Tehnica)
- sustav za ultrazvu¢nu homogenizaciju (Sonoplus 3100, Bandelin, Berlin, Njemacka)

- tekucinski kromatograf visoke razluc¢ivosti (Shimadzu, Japan),

- kolona: Shim-pack GIST C-18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm) (Shimadzu, Japan).

3.4. Uzorci

Odabir metode i parametara ekstrakcije potpomognute ultrazvukom radeni su na
jajima dostupnim u trgovackim centrima. Nakon odabira metode ekstrakcije 1 parametara
ultrazvucne ekstrakcije, koncentracija luteina odredena je pomocu tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). Uzorci u kojima je odredivana koncentracija

luteina prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Skupine jaja u kojima se odredivala koncentracija luteina

mjesto nabave uzoraka oznaka

trgovacki centar 1 TC1

trgovacki centar 2 TC2

trgovacki centar 3 TC3

obiteljsko gospodarstvo 1 0Gl1

obiteljsko gospodarstvo 2 0G2
FAZOS-jaja fazana JF

FAZOS-jaja obogacena luteinom LUT
FAZOS-jaja obogacena luteinom i drugim nutricinima Q

3.5. Ekstrakcija luteina

Ispitane su dvije metode ekstrakcije luteina iz Zumanjka jaja:
Metoda 1

Metodu 1 (M1) koristili su Leeson i suradnici [43]. Odvagano je 0,5 g uzorka
Zumanjka jaja i dodano je 5 mL acetona. Smjesa je mijeSana pomocu laboratorijske tresilice
20 sekundi te je ostavljena na tamnom mjestu 1 sat. Nakon 1 sata, 1 mL supenatanta je uzet
i prenesen u HPLC vialicu te je aceton uparen. U vialicu je potom dodan 1 mL otapala

heksan:etilacetat = 65:35 1 uzorak je spreman za HPLC analizu.
Modificirna metoda 1

U modificiranoj metodi 1 (MM1), masa uzorka 1 volumen ekstraktanta ostali su isti
kao 1 u metodi 1. Ekstrakcija je potpomognuta ultrazvukom uz koristenje ultrazvu¢ne sonde
(sonikacija) u trajanju od 2 minute prema ranije odabranim parametrima i uzorak je ostavljen
1 sat na tamnom mjestu. Nakon 1 sata, uzorak je centrifugiran 10 minuta na 10 000 g, 1 mL
supernatanta je prenesen u HPLC vialice, nakon uparavanja acetona dodan je 1 mL otapala

heksan:etilacetat = 65:35.
Metoda 2

Metoda 2 (M2) modificirana je metoda autora Yue i suradnici [29]. Odvagano je 0,5
g uzorka zumanjka jaja i dodano je 5 mL heksana. Uzorak je podvrgnut sonikaciji u trajanju
od 2 minute prema prethodno odredenim uvjetima. Nakon sonikacije uzorak sa
ekstraktantom centrifugiran je na 10 000 g u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja
I mL supenatanta prenesen je u vialicu, heksan je uparen i potom je dodan 1 mL metanola.

Uzorak je spreman za HPLC analizu.
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Modificirana metoda 2

pomocu laboratorijske tresilice 20 sekundi i ostavljen 1 sat na tamnom mjestu. Nakon 1 sata

U modificiranoj metodi 2 (MM2) uzorak nije podvrgnut sonikaciji, ve¢ je izmijeSan

stajanja, uzorak je centrifugiran, ekstraktant uparen 1 dodano je otapalo.

3.5.1.

Ekstrakcija luteina potpomognuta ultrazvukom

Nakon dodatka ekstraktanta, ekstrakcija luteina iz zumanjka jaja potpomognuta je

ultrazvukom uz koristenje ultrazvucne sonde (UVZS). U smjesu zumanjka i ekstraktanta,

uronjena je ultrazvucna sonda MS 73 mikrotip, a parametri su bili sljedeci:

3.6.

- amplituda 70 %,
- interval ultrazvuka 2 s,
- interval pauze 1 s,

- ukupno vrijeme trajanja 2 min.

Odredivanje koncentracije luteina

Koncentracija luteina odredivana je teku¢inskom kromatografijom visoke

djelotvornosti prema sljede¢im uvjetima:

protok: 1 mL/min

temperatura pecnice: sobna temperatura
vrijeme trajanja analize: 10 min

valna duljina: 450 nm

injektirani volumen: 20 L

mobilna faza: metanol:tetrahidrofuran = 9:1

retencijsko vrijeme: 5,1 min.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Odabir nacina ekstrakcije
Na dva razlicita uzorka jaja usporedene su metode 1 i modificirana metoda 1 (tablica

2.) te metoda 2 1 modificirana metoda 2 (tablica 3.).

Tablica 2. Prikaz rezultata dobivenih usporedivanjem metode 1 i modificirane metode 1

srednja vrijednost
metoda uzorak | UVZS | mg/L (ppm) | mg/100g
mg/100g
1 0,49570 0,49570
Ml 2 ne 0,59414 0,59414 0,54492
3 0,36960 0,36960
1 0,65163 0,65163
MM1 2 da 0,53581 0,53581 0,59372
3 0,35143 0,35143

Iz rezultata prikazanih u tablici 2. vidljivo je da je pomoc¢u modificirane metode 1

koncentracija luteina u uzorcima bila malo veca (8,95%), Sto ukazuje na nesto bolju

ekstrakciju luteina ukoliko je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom.

U ovoj 1 svim sljede¢im tablicama vrijednosti koje nisu uzete u raun bit ¢e oznacene

plavom bojom.

Tablica 3. Prikaz rezultata dobivenih usporedivanjem metode 2 i modificirane metode 2

srednja vrijednost
metoda uzorak | UVZS | mg/L (ppm) | mg/100g
mg/100g
1
MM2 2 ne pik nije detektiran
3
1 1,15600 1,15600
M2 2 da 1,61844 1,61844 1,69656
3 1,77467 1,77467

Kod ekstrakcije modificiranom metodom 2, koncentracija luteina nije mogla biti

ultrazvukom), koncentracija luteina uspjesno odredena.

odredena zbog vrlo slabe ekstrakcije, dok je metodom 2 (uz ekstrakciju potpomognutu

Za daljnje ekstrakcije odabrana je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UVZS).
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4.2.  Odabir metode ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

Na istom uzorku Zumanjka jaja usporedene su MM1 i M2. Usporedba je radena

prema tablici 4. u kojoj su prikazani i dobiveni rezultati.

Tablica 4. Usporedba MM1 i M2 i prikaz dobivenih rezultata

X mg/L srednja vrijednost

ekstraktant otapalo mobilna faza | uzorak mg/100g

(ppm) mg/100g
heksan:etilacetat | metanol:aceton 1 1,69612 | 1,69612

aceton 65:35 9:1 2 1,64383 | 1,64383 1,72483
3 1,83455 | 1,83455
metanol:aceton 1 1,98474 | 1,98474

aceton metanol 9:1 2 2,30365 | 2,30365 2,19491
3 2,29634 | 2,29634
heksan:etilacetat | metanol:aceton 1 0,91481 | 0,91481

heksan 65:35 9:1 2 0,89123 | 0,89123 0,88495
3 0,84881 | 0,84881
metanol:aceton 1 1,38435 | 1,38435

heksan metanol 9:1 2 1,47840 | 1,47840 1,51683
3 1,68774 | 1,68774
heksan:etilacetat | metanol: THF 1 2,35088 | 2,35088

aceton 65:35 9:1 2 2,24242 | 224242 2,36063
3 2,48860 | 2,48860
metanol: THF 1 1,89265 | 1,89265

aceton metanol 9:1 2 2,09963 | 2,09963 2,08685
3 2,26827 | 2,26827

Prema dobivenim rezultatima odabrana je modificirana metoda 1 (MM1) jer je za

iste uzorke Zumanjaka jaja dala najbolje rezultate. U daljnjem istrazivanju u MM1 kao

ekstraktant je koriStena smjesa 4 mL acetona 1 1 mL 0,2% otopine BHT u acetonu.

4.3. Utjecaj amplitude ultrazvuka na ekstrakciju

Rezultati dobiveni ispitivanjima utjecaja amplitude ultrazvuka na ekstrakciju luteina

prikazani su u tablici 5.
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Tablica 5. Usporedba amplitude ultrazvuka na ekstrakciju luteina

amp(l;/t:;da uzorak mg/L (ppm) mg/100g sredlg:g /Vlr(;:)egdnost

1 0,23890 0,23890
2 0,55179 0,55179

50 3 0,14396 0,14396 0,48366
4 0,47594 0,47594
5 0,42324 0,42324
1 0,25925 0,25925
2 0,57945 0,57945

70 3 0,38459 0,38459 0,48681
4 0,58841 0,58841
5 0,39479 0,39479

Iz rezultata je vidljivo da izmedu rezultata dobivenih koriStenjem amplituda 50 % i

70 % nema znacajnijih razlika pa ¢e se u daljnjem radu koristiti amplitude 70 %.

4.4. Utjecaj trajanja ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

U tablici 6. prikazani su rezultati dobiveni ispitivanjem utjecaja trajanja ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom u trajanju od 2, 3 1 4 minute. Najveca koncentracija luteina

dobivena je nakon 2 minute ekstrakcije luteina potpomognute ultrazvukom (1,83256

mg/100g), dok je nakon 3 minute koncentracija bila manja 10,86% (1,65303 mg/100g), a
nakon 4 minute 7,45 % (1,70549 mg/100g).

U daljnjem radu koristit ¢e se vrijeme od 2 minute.

Tablica 6. Rezultati dobiveni ispitivanjem utjecaja trajanja ekstrakcije luteina

potpomognute ultrazvukom

trajanje UVZS uzorak mg/L (ppm) mg/100g srednja vrijednost

(min) mg/100g
1 1,83220 1,83220
2 1,36154 1,36154 1,83256
3 1,83292 1,83292
1 1,51155 1,51155
2 1,60589 1,60589 1,65303
3 1,70016 1,70016
1 1,68144 1,68144
2 1,72953 1,72953 1,70549
3 1,42881 1,42881
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4.5. Odabrana metoda i uvjeti ekstrakcije luteina potpomognute ultrazvukom i
HPLC analize
Tablica 7. Odabrana metoda 1 uvjeti ekstrakcije luteina potpomognute UVZS te HPLC

analize
EKSTRAKCIJA
masa uzorka 0,5¢g
ekstraktant aceton
V (ekstraktanta) 4 mL
V(0,2% BHT u acetonu) 1 mL
heksan:etilacetat
otapalo
65:35
V(otapala) 1 mL
UVZS
amplituda 70%
interval ultrazvuka 2s
interval pauze 1s
ukupno vrijeme 2 min
sonda MS 73 mikrotip
HPLC
temperatura peénice sobna temperatura
valna duljina 450 nm
protok 1 mL/min
injektirani volumen 20 uL
vrijeme zadrzavanja 5,1 min
ukupno vrijeme analize 10 min
mobilna faza metar;(.)i:THF

Za analizu uzoraka odabrana je modificirana metoda 1 (MM1). Kemikalije potrebne
za MMI, odabrani parametri ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i HPLC analize

navedenti su u tablici 7.

4.6. Odredivanje koncentracije luteina u uzorcima jaja

Rezultati analize za sve skupine jaja prikazani su u tablici 8. 1z rezultata je vidljivo
da su najmanje koncentracije odredene u jajima koja su kupljena u trgovackom centru (TC2)
0,7344 mg/100g 1 jajima fazana dobivenih s Fakulteta agrobiotehnickih znanosti (FAZOS)
0,7255 mg/100g. Nesto vece koncentracije luteina odredene su u jajima kupljenim u
trgovackom centru 1 (TC1) i trgovackom centru 3 (TC3) kod kojih su koncentracije luteina

bile 1,0443 odnosno 1,4911 mg/100g. Sli¢cna koncentracija luteina odredena je u jajima sa
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obiteljskog gospodarstva 1 (OG1) 1,4479 mg/100g. Vece koncentracije luteina odredene su
u jajima koja su obogaéena luteinom i drugim nutricinima 2,6886 mg/100g a najvece
koncentracije su odredene su u jajima s obiteljskog gospodarstva 2 4,5473 mg/100g i jajima
dobivenim od koka nesilica koje su hranjene smjesom obogacenom luteinom 5,4613
mg/100g. Sastav hrane koju su konzumirale koke nesilice uzrok je razli¢itim
koncentracijama luteina u jajima. No iako je sastav hrane bio razli¢it odredena koncentracija
luteina u svim uzorcima jaja je veca od literaturnih podataka prema kojima koncentracija
luteina u 100 g sirovog Zumanjka iznosi 0,575 mg [44]. Relativna standardna devijacija
(RSD) ili relativna standardna pogreska ukazuje na preciznost metode unutar skupine, a
vrijednost koja se smatra prihvatljivom je do 5 %. Najmanje vrijednosti RDS dobivene su
za skupine OG2 (7,931%), TC3 (8,676%) 1 TC2 (8,917%). Vece su vrijednosti dobivene za
skupine LUT (15,198%), TC1 (17,166%), Q (20,758%), dok su najvece vrijednosti dobivene
za skupine JF (23,172%) 1 OG1 (25,937%). Sve vrijednosti veée su od prihvatljivih 5%, no
treba imati na umu da se radi o 10 uzoraka jaja unutar svake skupine i da su jaja vjerojatno
dobivena od razlicitih koka nesilica. Zbog navedenog, ovako razlicite i visoke vrijednosti

RDS mozZemo prihvatiti.
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Tablica 8. Rezultati analize svih skupina jaja

skupina TC1 TC2 TC3 0Gl1 | 0G2 JF LUT Q
uzorak mg/100g
1 1,0985 0,7844 1,2589 1,4717 4,5745 0,3423 6,0014 2,6474
2 1,2652 0,7819 1,5487 0,9856 4,6703 0,7997 6,0807 2,0309
3 0,4523 0,8103 1,6340 2,0203 4,7709 0,7658 5,4983 2,7255
4 1,1940 0,6737 1,6570 1,6757 5,1461 0,7038 6,6871 3,2315
5 0,7418 0,6782 1,5217 1,7694 4,7881 0,8542 6,1381 3,7458
6 1,1901 0,6084 1,5845 1,1311 4,6053 0,3676 4,2238 2,5369
7 1,0787 0,7739 1,3043 0,7442 4,0385 0,5115 4,4893 2,3120
8 1,0298 0,7521 1,5431 1,3932 42177 0,9451 4,9870 2,2792
9 1,0057 0,7816 1,4717 1,6656 4,1145 0,4987 3,8367 1,7872
10 0,7858 0,6991 1,5301 0,9185 3,8305 0,3792 5,0462 1,3317
srednja vrijednost 1,0433 0,7344 1,4911 1,4479 4,5473 0,7255 5,4613 2,6886
SD 0,179 0,065 0,129 0,376 0,361 0,168 0,830 0,558
RSD % 17,166 8,917 8,676 25,937 7,931 23,172 15,198 20,758
interval pouzdanosti () 0,117 0,041 0,085 0,245 0,236 0,125 0,542 0,387
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5. ZAKLJUCAK

Lutein je pigment biljnog porijekla zute boje iz skupine karotenoida, odnosno obitelji
ksantofila. Nalazi se u razli¢itim namirnicama te ga je vrlo bitno konzumirati u svakodnevnoj
prehrani kroz svjeze voce, povrée i jaja. Osim svog velikog antioksidacijskog djelovanja u
ljudskom organizmu, lutein ima i veliki utjecaj na zdravlje o€iju, moze sprijeciti razliita
kardiovaskularna oboljenja te sudjeluje u zastiti koze u uvjetima prekomjerne izlozenosti
Stenim sun¢evim zrakama. Lutein je glavni karotenoid koji je sastavni dio ljudske krvi i tkiva

U ovom radu analizirala se koncentracija luteina iz zumanjka jajeta u kojima je
ekstrakcija luteina potpomognuta ultrazvukom. Tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti analizirane su koncentracije luteina sljedecih skupina jaja: jaja iz trgovackog
centra 1 (TC1), jaja iz trgovackog centra 2 (TC2), jaja iz trgovackog centra 3 (TC3), jaja s
obiteljskog gospodarstva 1 (OG1), jaja s obiteljskog gospodarstva 2 (OG2), jaja fazana (JF),
jaja obogacena luteinom (LUT) i jaja obogacena luteinom i drugim nutricinima (Q). Najniza
vrijednost koncentracije luteina odredena je u jajima koja su kupljena u trgovackom centru
2 (TC2) 1 jajima fazana koja su dobivena s Fakulteta agrobiotehnic¢kih znanosti (FAZOS), a
iznosila je 0,27255 mg/100g. NeSto visa koncentracija luteina odredena je u jajima
kupljenim u trgovackom centru 1 (TC1) i trgovackom centru 3 (TC3), a koncentracije luteina
su iznosile 1,0443 odnosno 1,4911 mg/100g. Najvece koncentracije odredene su u jajima s
obiteljskog gospodarstava 2 (4,5473 mg/100g) te jajima dobivenih od koka nesilica koje su
hranjene smjesom obogac¢enom luteinom, ¢ija je koncentracija iznosila 5,4613 mg/100g.

Rezultati analize pokazuju da ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom daje bolje
rezultate usporedno s klasi¢nim na¢inom ekstrakcije, Sto smo dokazali pomo¢u modificirane
metode 1 (MM1). Takoder, jaja koja su obogacena luteinom pokazuju viSu koncentraciju
luteina u Zumanjku jajeta u odnosu na jaja koja su kupljena u trgovackom centru ili

obiteljskom gospodarstvu.
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