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1. UVOD

Lutein je pigment svijetlo Zute boje koji pripada skupini ksantofila. U namirnicama se
nalazi u slobodnom ili stabilnijim esterificiranim oblicima masnih kiselina zajedno sa
svojim stereoizomerom zeaksantinom. Kemijski je to 3,3’-dihridroksi-p-karoten koji se
javlja u tamnozelenom lisnatom povréu, biljkama, zumanjku jajeta i zitaricama. Ljudski
organizam ga ne moze sintetizirati stoga ga je potrebno unositi hranom i/ili dodatcima
prehrani, Sto je od velike vaznosti za na$ organizam buduci da je lutein snazan antioksidans.
Osim  antioksidacijskog  djelovanja, lutein  karakterizira  hepatoprotektivna,
neuroprotektivna aktivnost te protuupalno djelovanje. Ima klju¢nu ulogu u zdravlju oka jer
pomaze u prevenciji degeneracije makule povezane s dobi (AMD) i katarakte. Visoko
konjugirani sustav dvostrukih veza c¢ini ga osjetljivim na svjetlost, kisik 1 visoku
temperaturu. Zbog toga su lutein i njegovi derivati nestabilni u uvjetima okoline, stoga je
potrebna posebna pazljivost tijekom postupka pripremanja uzoraka, ekstrakcije i
skladiStenja. Visoka lipofilnost luteina odreduje njegovu topljivost u ekstrakcijskom
otapalu. Uglavnom se ekstrahira relativno polarnim otapalima, S§to ga razlikuje od
karotenoida koji se ekstrahiraju nepolarnim otapalima. Hidroliza ili saponifikacija ¢esto se
provode tijekom ekstrakcije kako bi se pojednostavio kromatografski profil. Saponifikacija
se kemijski provodi pomocu luZina ili enzimski pomocu esteraza. Detekcija luteina najceSce

se provodi teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. KAROTENOIDI

Karotenoidi su najrasirenija klasa izoprenoidnih pigmenata Zute do crvene boje.
Sintetiziraju ih fotosintetski i nefotosintetski organizmi poput bakterija 1 gljiva. Imaju
znacajnu ulogu u fiziologiji gotovo svih zivih bi¢a. Odgovorni su za boju cvjetova (npr.
neven, krizantema) i plodova (npr. paprika, marelica, breskva, naranca, rajcica) te su kod
zivotinja prisutni u egzoskeletu Skoljkasa, misi¢ima i kozi riba, perju i kljunovima ptica.
Budu¢i da zivotinje (osim nekih vrsta lisnih usi) ne mogu sintetizirati karotenoide, potrebno
ih je unositi hranom. Glavni izvori prirodnih karotenoida su tamnozeleno lisnato povrée,
obojeno voce i jednostani¢ne alge. Karotenoidi nas S$tite od raka pluca, glave, vrata i
prostate, reguliraju stani¢ne diferencijacije, stani¢ni ciklus i apoptozu, pruzaju nam
fotozastitu od UV zracenja, prekursori su vitamina A (retinola), stimuliraju hormonalne 1

imunoloske reakcije. [1, 2]

Ugljikovodicni lanac karotenoida sastoji se od osam izoprenoidnih jedinica koje su
spojene na nacin da su dvije sredi$nje metilne skupine u 1,6-pozicijskom odnosu, a preostale
neterminalne metilne skupine u 1,5-pozicijskom odnosu. Sintetizirani su vezom rep-rep od
dvije molekule C20 geranil difosfata. Sedam terminalnih skupina karotenoida su vy, B3, v, €,
0, % 1 K, nalaze se na krajevima glavnog polienskog lanca karotenoidne strukture. Obi¢no,
v krajevi €ine terminalne prstenove f3, v i €, dok P krajnje grupe formiraju @, 1 k prstenove.
Dugi polienski lanac sadrzi 3-15 konjugiranih dvostrukih veza, §to odreduje njihov
apsorpcijski spektar. Sustav konjugiranih ugljik-ugljik veza ¢ini karotenoide ucinkovitim
gasiteljima singletnog kisika Sto ih ¢ini dobrim antioksidansima. ProSireni n elektronski
sustav pomaZze im stabilizirati nesparene elektrone nakon gasenja radikala. Takoder, ova
struktura stvara lipofilnost koja uzrokuje da pigmenti usporavaju peroksidaciju lipida 1
stabiliziraju lipidno-proteinske strukture poput stanicnih membrana. Njihova lipofilnost se
povecava esterifikacijom, a smanjuje u prisutnosti proteina ili Se¢era. Samo nekoliko
karotenoida ukljucujuéi likopen, B-karoten, astaksantin, kantaksantin i tri apokarotenoida:
B-apo-8 -karotenal, citranaksantin i etil B-apo-8 -karotenoat sintetizirano je na industrijskoj

razini. [1, 2, 3, 4]



Vecina karotenoida su derivati C40 tetraterpenoidnog pigmenta fitoena, a biosintetizirani
su kondenzacijom dviju molekula C20 geranilgeranil difosfata. [1] C30 i C50 karotenoidi
sadrze Sest 1 deset C5 izoprenoidnih jedinica, a sintetiziraju ih samo arheje 1 bakterije. C45
karotenoide takoder mogu sintetizirati samo bakterije, a sastoje se od devet izoprenoidnih

jedinica. [2]

Do danas je identificirano 700 karotenoida u prirodi, a 50 od njih je prisutno u prehrani i
ljudsko tijelo ih moze apsorbirati i metabolizirati. Medutim, samo Sest (B-karoten,[3-
kriptoksantin, a-karoten, likopen, lutein i zeaksantin) ih je prisutno u krvi ljudi iz razlicitih

zemalja i povezani su sa zdravstvenim dobrobitima. [3]
Karotenoidi se dijele u dvije skupine:

1. Ugljikovodi¢ni karotenoidi koji se nazivaju karoteni i sadrze samo strukturu
ugljikovodika. U njih ubrajamo likopen, a-karoten i -karoten.

2. Oksigenirani derivati ugljikovodi¢nih karotenoida koji su poznati po nazivu ksantofili.
Sadrze atom kisika koji se nalazi u funkcijskim skupinama alkohola (npr. lutein), ketona
(npr. kantaksantin), kombinacije alkohola i ketona (npr. astaksantin) ili estera i alkohola

(npr. fukoksantin). [1]

Osim podijele na karotene 1 ksantofile, karotenoidi se dalje mogu klasificirati na
karotenoide provitamina A (npr. a-karoten, B-karoten 1 mutatokrom) i ne-provitamin A

karotenoide koji se ne mogu pretvoriti u retinale ( npr. likopen i lutein). [1]



2.1.1. Odredivanje karotenoida

Zbog svoje hidrofobne prirode, karotenoidi se konvencionalno ekstrahiraju koriStenjem
organskih otapala. Najc¢esc¢e su nepolarna otapala (heksan, petroleter, tetrahidrofuran) izvrstan
izbor za ekstrakciju nepolarnih karotena ili esterificiranih ksantofila, dok su polarna otapala kao
Sto su aceton, etanol i etilacetat prikladnija za ekstrakciju polarnih karotenoida. Razlicite
metode koje se koriste za ekstrakciju karotenoida mogu se klasificirati u nekoliko razli¢itih
kategorija: Soxhlet ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima(eng. Micowave
assisted extraction), ekstrakcija potpomognula ultrazvukom(eng. UAE, ultrasound assisted
extraction), ubrzana ekstrakcija otapalom (eng. ASE, acceletared solvent extraction),
ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (eng. PLE, pressurized liquid extraction), ekstrakcija
uz pomo¢ impulsnog elektricnog polja (eng. PEF, pulsed electric field assisted extraction),
ekstrakcija superkriticnim fluidom (eng. SFE, supercritical fluid extraction), ekstrakcija
potpomognuta enzimima (eng. EAE, enzyme assisted extraction). Navedene metode ekstrakcije
razlikuju se po nacinu dezintegracije stanice, te primijenjenoj temperaturi i tlaku. Na primjer,
Soxhlet ekstrakcija koristi otapala pri temperaturi vrenja i tlaku okoline, dok ASE i SFE rade
na niskoj temperaturi i visokom tlaku. Nasuprot tome, UAE, PEF i EAE koriste ultrazvucne
valove, impulse visokog napona i celuloliti¢ke enzime za dezintegraciju stanica, Sto olakSava
oslobadanje intracelularnih karotenoida. [1] Grosso i suradnici usporedivali su razlicite
tradicionalne 1 napredne metode za ucinkovitu ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz mora,
ukljucuju¢i karotenoide. [6] Miki-Arvela i suradnici proucavali su metode ekstrakcije
karotenoida iz algi, uz modeliranje kinetike ekstrakcije. Autori su raspravljali o dostupnosti
karotenoida u mikroalgama, metodama predobrade uzoraka, saponifikaciji, antioksidacijskim 1
antimikrobnim svojstvima te daljnjoj obradi ekstrakta karotenoida iz algi. [7] Sowbhagya 1
Chitra proucavali su metode ekstrakcije karotenoida iz lucerne, ¢ilija, nevena, jagoda
potpomognute enzimima celulaze, hemicelulaze, pektinaze i glikozidaze.[8] Posljednjih godina
znacajna pozornost se pridaje ekstrakciji zelenim otapalima koja su ekoloski sigurna i
netoksicna. Ekstrakcije u kojima se koriste prethodno navedena otapala nazivaju se ,,zelene

ekstrakcije®. [1]



2.2. LUTEIN

Lutein je najzastupljeniji karotenoid, odnosno ksantofil u biljkama, prisutan je u gotovo svim
vrstama voca i povrcéa. Glavna je komponenta kremaste boje pSeni¢nog brasna i mnogih drugih
proizvoda. Ljudi ga ne mogu sintetizirati, stoga ga je potrebno unositi konzumiranjem voca,
povréa i/ili dodataka prehrani. Biosintetiziraju ga iskljucivo biljke, alge, bakterije i neke gljive.

[9, 10, 11]

Lutein i njegov stereoizomer zeaksantin su dicikli¢ke, dihidroksi molekule izvedene iz o 1 B-
karotena. Oba imaju istu molekulsku formulu (C40Hs602) i molekulsku masu (Mr = 568,9
g/mol). Zbog razlicitih struktura razlikuju se po boji, lutein je svijetlozut dok zeaksantin ima
tamniju Zutu nijansu. Maksimalna spektrometrijska apsorpcija luteina je izmedu 453 1 481 nm.
Topljiviji je u etanolu od ostalih karotena, dok je u vodi najve¢im dijelom netopljiv. Podlozan
je izravnoj razgradnji toplinom i svjetlom te neizravnoj razgradnji slobodnim radikalima
nastalim oksidacijom lipida. Za razliku od B-karotena i likopena koji se uglavnom prenose
lipoproteinima niske gustoce (eng. LDL, low-density lipoprotein), lutein se uglavnom
transportira lipoproteinima visoke gustoce (eng. HDL, high-density lipoprotein) zbog njegovog

relativno veceg polariteta. [2, 5, 9, 12]

lako nije prekursor vitamina A, mnoge zdravstvene dobrobiti povezane su s visokim unosom
ove fitokemikalije hranom. Lutein 1 zeaksantin mogu pomo¢i u prevenciji degeneracije makule
povezane s dobi (eng. AMD, age-related macular degeneration) 1 katarakte. Osim §to imaju
kljuénu ulogu u zdravlju oka, vaznu su 1 za prevenciju ili smanjenje intenziteta
kardiovaskularnih bolesti (KVB), moZdanog udara, raka i neurodegenerativnih poremecaja.
Lutein karakterizira hepatoprotektivna, neuroprotektivna aktivnost te protuupalno 1

antioksidacijsko djelovanje (Slika 1.). [4, 5, 11, 12]
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Slika 1. Bioloske funkcije luteina. [11]

2.2.1. Kemijska struktura luteina i zeaksantina

Struktura luteina sastoji se od 40 ugljikovih atoma (tetraterpenoida) s izmjenom jednostrukih
1 dvostrukih veza povezanih s metilnom skupinom na svakoj strani. Lutein i1 zeaksantin se
razlikuju od ostalih karotenoida zbog prisutnosti hidroksilnih skupina na svakoj strani
molekule. Hidroksilna skupina je uklju¢ena u njihovu kemijsku reaktivnost sa singletnim
kisikom te im odreduje biolosku funkciju, —OH skupine oba se nalaze na 3 i1 3" ugljiku 1
razlikuju se samo po polozaju jedne dvostruke veze u krajnjem prstenu. Lutein ima jedan -
prsten, dok zeaksantin ima dva B-prstena (Slika 2.). Glavne masne kiseline koje su supstituirane
na hidroksilnim skupinama luteina su palmitinska 1 linolna kiselina. Budu¢i da lutein sadrzi
dvije hidroksilne skupine, nastali esteri mogu biti mono- ili di-esteri. Homogeni di-esteri nastaju
esterifikacijom iste masne kiseline s obje strane molekule, dok se esterifikacijom dviju razli¢itih
masnih kiselina stvara hetero di-ester. Tri glavna di-estera su dilinoleoillutein,
linoleoilpalmitoillutein i dipalmitoillutein. Acilacija luteina dovodi do stvaranja regioizomera.

[5,9]
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Slika 2. Kemijske strukture luteina i zeksantina. [5]

2.2.2 Bioraspolozivost luteina

Bioraspolozivost se odnosi na onaj dio konzumirane hranjive tvari ili bioaktivnog spoja koji
se oslobada iz matriksa hrane, apsorbira i transportira u tijelu. Lutein i zeaksantin su biodostupni
iz razliCitih izvora hrane, §to nakon konzumacije daje uc¢inkovite bioloSke aktivnosti. Opcenito,
na bioraspolozivost karotenoida utjeCu brojni ¢imbenici ukljucujuéi matricu hrane (ostali
sastojci koji se nalaze u uzorku osim analita), uvjeti obrade 1 sadrZaj masti. Uvjete obrade (poput
zagrijavanja 1 przenja) koji utjeCu na bioraspoloZivost luteina treba optimirati kako bi se
smanjili gubitci ovog bioaktivnog spoja. Osim toga, dovoljna koli¢ina masti u obroku od velike
je vaznosti za povecanje bioraspolozivosti. U biljkama lutein moze biti prisutan u slobodnom
obliku ili u obliku estera s masnim kiselinama. Bowen 1 suradnici otkrili su da je lutein
biodostupniji u obliku estera te da je otapanje vaznije za biodostupnost od prisutnosti ili
odsutnosti esterificiranih masnih kiselina. U slobodnom obliku nalazi se u zelenom lisnatom
povrcéu poput Spinata, kupusa 1 brokule, dok se u obliku estera nalazi u mangu, naranci, papaji,

crvenoj ili zelenoj paprici i kukuruzu. [4,5]



Sadrzaj luteina u prirodnim izvorima ovisi o vrsti, sorti, stupnju zrelosti, dijelu ploda kao i o
nacCinu prerade toplinom, ¢uvanju ili skladiStenju. [5, 10] Scheunemann i suradnici primijetili
su da su razine karotenoida u serumu povezane s forsiranim ekspiracijskim volumenom u jednoj

sekundi (FEV1) i prisilnim vitalnim kapacitetom (FVC) kao pokazateljima pluéne funkcije.[13]

Najve¢i sadrzaj luteina nalazi se u tikvici, bundevi, krumpiru, grasku, grahu, mahunama i

brokuli (Tablica 1.). [5]

Tablica 1. Sadrzaj luteina/ zeaksantina u razli¢itim prehrambenim proizvodima. [5]

Izvor hrane Lutein/zeaksantin (ng/ 100 g)
Sirovi kelj 40,000
Kuhani kelj 16,000
Sirovi $pinat 11,000
Kuhani Spinat 7,000
Kuhana rastika 8,100
Brokula 2,500
Zelena salata 2,500
Tikvica 2,100
Kukuruz 1,800
Prokulice 1,500
GrasSak 1,400
Persin 800
Zeleni grah 600
Bamija 400
Salata kristalka 350
Kupus 300
Mrkva 300
Mandarina 250




2.2.3 Antioksidacijsko djelovanje

Lutein i zeaksantin ucinkovito uklanjaju reaktivne kisikove vrste ( eng. ROS, reactive oxygen
species), osobito singlet kisika i peroksilne radikale. Tijekom gasSenja singletnog kisika,
molekula luteina u osnovnom stanju prima energiju od singletnog kisika i prelazi u pobudeno
tripletno stanje. Energija luteina u tripletnom stanju lako se rasprSuje u okruzenje. Prijenos
enegrije od singletnog kisika do luteina vrlo je uinkovit jer su energetske razine tripletnog
kisika i luteina te drugih strukturno povezanih karotenoida blizu. Osim toga, lutein i karotenoidi
su najucinkovitiji ,,¢istaci* peroksilnih radikala koji nastaju reakcijama peroksidacije lipida u
stanicnim membranama. Djelovanje luteina protiv peroksidacije pripisuje se njegovom visoko
konjugiranom sustavu dvostrukih veza. Smatra se da antioksidacijsko djelovanje in vitro ovisi
o prirodi vrste oksidirajucih radikala, a manje o strukturi karotenoida. [5] Miki i suradnici
dokazali su da lutein ima snazniji u¢inak gasenja singletnog kisika od astaksantina, te jaci
ucinak uklanjanja slobodnih radikala od B- karotena. Takoder je utvrdeno da je lutein snazni
antioksidans protiv superoksidnog radikala u fotokemiluminiscencijskom testu. [14] Sundelin
1 Nilsson proucavali su antioksidacijsko djelovanje luteina, zeaksantina 1 ostalih karotenoida
pomocu kulture stanice retine i oksidacijskog markera lipofuscina. Izvijestili su o znacajno
smanjenom stvaranju lipofuscina nakon tretiranja stanica antioksidacijskim tvarima ukljucujuéi
lutein 1 zeaksantin. [15] Seddon i suradnici utvrdili su da lutein i zeaksantin Stite lipidne

membrane od napada slobodnih radikala te usporavaju oksidaciju lipida izazvanu UV zrakama.

Lutein i zeaksantin se nakupljaju u makularnoj regiji mreZnice i zajednicki se nazivaju
makularnim pigmentom (MP). Makularna degeneracija povezana sa staroS¢u (AMD) javlja se
zbog niske razine MP-a u mreznici oka. Zbog svojih antioksidacijskih svojstava i filtriranja
ultraljubicaste svijetlosti, lutein 1 zeaksantin mogu zastititi mreZnicu 1 smanjiti rizik od razvoja
AMD-a. Niska razina luteina i zeaksantina (s godinama) moze uzrokovati AMD kod ljudi, $to
uzrokuje nepovratnu sljepocu. [4] Procjenjuje se da je zahvaceno 1,6 % stanovniStva u dobnoj
skupini od 50-65 godina, dok se u dobnoj skupini iznad 75 godina broj oboljelih povecava na
30 %. [5] Richer i suradnici ustanovili su da se nakon 12 mjeseci uzimanja 10 mg luteina oStrina

vida kod pacijenata s AMD poboljsala za 5,4 odnosno 3,5 slova na Snellenovom grafikonu.



Osim §to smanjuje rizik od AMD, lutein takoder poboljsava imunolosku funkciju, potiskuje
rast tumora dojke, povecava proliferaciju limfocita, Stiti kozu od oSte¢enja uzrokovanih
ultraljubicastim svjetlom. Smatra se da su mnoge od ovih bolesti povezane s oksidacijskim
stresom koji se javlja zbog povecanog broja slobodnih radikala, pa u¢inak luteina na smanjenje

rizika od navedenih bolesti proizlazi iz njegovog antioksidacijskog djelovanja. [5]

Sumantran i suradnici ispitali su u¢inke luteina i all-trans retinoi¢ne kiseline (eng. ATRA, al/
trans retinoid acid) na apoptozu i kemoosjetljivost u primarnim ljudskim epitelnim stanicama
dojke, SV40 transformiranim stanicama dojke i MCF-7 stanicama ljudskog karcinoma dojke.
Lutein i ATRA su selektivno inducirali apoptozu u transformiranim stanicama te su $titili
normalne stanice od apoptoze izazvane agensima poput cisplatina i etopozida. Razli¢iti ucinci
luteina na apoptoticke puteve u normalnim i transformiranim epitelnim stanicama dojke mogu

imati vazne implikacije za kemoprevenciju 1 kemoterapiju. [16]

Sesso 1 suradnici identificirali su 499 slucajeva pacijenata s kardiovaskularnim bolestima te
su pratili koncentraciju nekoliko karotenoida u plazmi tijekom dvije godine. Ustanovili su da

su viSe koncentracije luteina i zeaksantina u plazmi smanjile rizik od kardiovaskularnih bolesti.

[18]

Kim i suradnici izvjestili su da lutein u jetri smanjuje upalu i oksidacijski stres (OS), te da
ima zastitne ucinke na steatozu jetre. Osim toga, nekoliko studija pokazalo je neuroprotektivnu
aktivnost luteina protiv ishemijskog ostecenja mreznice. Otkrili su da lutein Stiti neurone od
oStecenja 1-metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropiridinom (eng. MPTP, [-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyrimidine) 1 3-nitropropionskom kiselinom (3-NP) u modelima Parkinsonove 1
Huntingtonove bolesti. Manayi i suradnici izvjestili su o stvaranju reaktivnih kisikovih 1
dusikovih vrsta u o¢ima koje predstavljaju opasnost za razvoj katarakte. Lutein koji ima visoko
antioksidacijsko djelovanje od velike je vaznosti u tom pogledu. Vjeruje se da luteinskom
djelovanju protiv katarakte pridonodse eikozapentaenska i dokozaheksaenska kiselina koje

mogu biti prisutne u njegovoj strukturi. [11, 18]
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2.2.4 Lutein u hrani za koke nesilice

Zumanjak kokogjeg jajeta smatra se boljim izvorom luteina i zeaksantina u usporedbi s vo¢em
i povréem, zbog visokog udjela masti koje povecavaju njegovu bioraspolozivost. Razina luteina
u jajima povezana je s hranom s kojom se hrane koke nesilice, buduci da ga koke nesilice unose
hranom jer ga ne mogu sintetizirati. Sadrzaj luteina i1 zeaksantina u koko§jem jajetu iznosi 292
+ 117 pg/Zumanjku, odnosno 213 + 85 pg/zumanjku 1 ovisi o vrsti hrane kojom se hrane koke
nesilice. Brojne vrste pSenice kao Sto su einkorn (jednozrna) i durum psSenica te kukuruz imaju
potencijal za razvoj funkcionalne hrane s visokim sadrzajem luteina. Sadrzaj luteina u
visokoluteinskim vrstama pSenice krece se od 5,4 do 7,4 pg/g pSenice, a u kukuruzu oko 21,9
png/g kukuruza. Utvrdeno je da lutein, zeaksantin i drugi karotenoidi imaju razlicitu
koncentraciju u razli¢itim vrstama kukuruza. Medu pet vrsta kukuruza, ukljucujuéi bijeli, zuti,
visoko-karotenoidni, plavi i crveni kukuruz, sadrzaj luteina je najveci u Zutom kukuruzu (406

ng/100 g), a najmanji u plavom i bijelom kukuruzu (5,2 odnosno 5,7 pg/ 100 g). [19, 20, 21]

Kako bi se pojednostavila i regulirala upotreba aditiva u prehrani koka nesilica, uvedeni su
propisi o hrani. Europska Unija, Kanada, Sjedinjene Americke Drzave i druge zemlje dopustaju
koriStenje sintetskih ksantofila kao dodataka hrani. Odobreno je osam karotenoida koji se mogu
upotrijebiti kao aditivi: kapsantin, B-kriptoksantin, lutein , zeaksantin , f-apo-8'-karotenal, etil

ester B-apo-8'-karotenske kiseline, kantaksantin i citranaksantin. [4]

Wang i suradnici uocili su povecani sadrZaj luteina u mreznici i drugim tkivima kada su koke
konzumirale hranu koja sadrzi velike koli¢ine luteina. Medutim, suplementacija zeaksantinom
1 B- karotenom smanyjila je sadrzaj luteina u mreznici, plazmi 1 drugim tkivima, Sto ukazuje na
moguci antagonizam medu karotenoidima. [22] Adabi 1 suradnici utvrdili su da 250 mg luteina/
kg hrane povecava sadrzaj luteina u Zumanjku, dok 500 ili 750 mg luteina/kg hrane nije dodatno
povecalo njegov sadrZaj u Zumanjku. Ova studija pokazala je da linearni odnos izmedu razine
luteina u hrani 1 njegovog taloZenja u jajima moze biti ogranicen iznad odredenog sadrzaja

luteina u hrani. [23]
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2.3. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je kemijski postupak odjeljivanja tvari iz smjese djelovanjem ekstrakcijske
smjese odnosno otapala. Temelji se na razliCitoj topljivosti tvari, odnosno raspodjeli
otopljene tvari izmedu dva razliita otapala koja se medusobno ne mijesaju. U
laboratorijima se primjenjuje za procisavanje uzoraka. [24] Upotreba otapala za
ekstrakciju, nacin pripreme uzorka, trajanje ekstrakcije, omjer uzorka i1 otapala za
ekstrakciju 1 temperatura utjeCu na sastav 1 koncentraciju aktivnih spojeva u ekstraktu.
Uvjeti ekstrakcije imaju klju¢nu ulogu u odredivanju ukupne ucinkovitosti ekstrakta.
Opcenito, preporuca se izvodenje ekstrakcije na nizoj temperaturi kako ne bi doslo do
znacajnog gubitka aktivne tvari ekstrakta . [25] Konvencionalne tehnike ekstrakcije kruto-
tekuce su dugotrajne 1 koriste velike koli¢ine Stetnih organskih otapala. 1z tih razloga u
tehnologija ekstrakcije. Zeleniji postupak ekstrakcije ukljuCuje smanjenje potrosnje
organskih otapala, energije, troSkova 1 vremena ekstrakcije. Ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom (eng. UAE, ultrasound assisted extraction) klju€na je u postizanju cilja

odrzivog koncepta zelene kemije. [26]

2.3.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvuk je izvor energije koji se razlikuje od cujnih zvukova po frekvencijskim
rasponima. Glavni fizikalni parametri koji ga karakteriziraju su snaga, frekvencija i valna
duljina. Iz ovih parametara moze se izracunati ultrazvucni intenzitet koji je neophodan za
klasifikaciju primjene ultrazvuka. Ultrazvuk se moze podijeliti u dvije skupine:
dijagnosticki ultrazvuk 1 ultrazvuk snage. Dijagnosticki ultrazvuk je ultrazvuk niskog
intenziteta i visoke frekvencije u rasponu od 100 kHz do 1 MHz (I = 1 W/cm?), te se
primjenjuje u nedestruktivnoj analizi za osiguravanje kvalitete i kontrolu procesa. Za razliku
od njega, ultrazvuk snage je ultrazvuk visokog intenziteta i niske frekvencije u rasponu od
16 -100 kHz (I = 10-1000 W/cm?), te se primjenjuje u ekstrakciji i obradi uzoraka. [26]
Uzorak ili biljna masa izloZena je ultrazvu¢nim valovima visokog intenziteta (20 kHz -100

MHz) pri ¢emu dolazi do stvaranja kavitacije, odnosno sitnih mjehuri¢a oko stanice.
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Tijekom postupka ekstrakcije mjehuric¢i se urusavaju pri ¢emu nastaju udarni valovi koji
dezintegriraju stani¢nu stjenku i1 oslobadaju njezin unutarstani¢ni sadrzaj, ¢ime se
poboljsava oslobadanje ciljanih spojeva. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
jednostavna je za rukovanje, relativno jeftina, povecava prijenos mase i kinetiku, prikladna
je za Sirok raspon otapala za industrijsku primjenu. Na u¢inkovitost UAE utjecu temperatura

otapala, tlak, ucestalost ultrazvuc¢nih valova/energije i vrijeme djelovanja ultrazvukom. [25]

2.3.2. Kavitacija

Glavna pokretacka snaga za ekstrakcijske ucinke ultrazvucne obrade je akusti¢na
kavitacija. Sirenjem ultrazvuka kroz medij inducira se niz kompresija i razrjedivanja u
molekulama medija. Takve naizmjeni¢ne promjene tlaka uzrokuju stvaranje i u konacnici
urusavanje mjehuri¢a u tekuéem mediju. Mjehuri¢i koji nastaju djelovanjem ultrazvuka
mogu promijeniti svoju veli¢inu tijekom ciklusa razrjedivanja i kompresije (Slika 3.).
Nastali mjehuriéi rastu tijekom nekoliko ciklusa kako bi dosegnuli ,.kriti¢nu‘ veli¢inu, a
potom se silovito urusavaju 1 oslobadaju velike koli¢ine energije. Kolaps mikromjehuri¢a
stvara ekstremne lokalne uvjete, temperaturu od oko 5000 K i tlak od 50-100 atm, a takva
podrucja s visokom temperaturom i tlakom nazivaju se vru¢im tockama, koje znacajno

povecavaju kemijsku reaktivnost u mediju. [26]
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Slika 3. Akusti¢na kavitacija. [26]
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Nastali kavitacijski mjehuri¢i mogu se podijeliti u dvije skupine: prolazna (inercijska) i
stabilna (neinercijalna) kavitacija. Stabilnom kavitacijom nastaju relativno dugovjecni
mjehuri¢i plina i postoje u mnogim ciklusima kompresije i razrjedivanja. Dok prolaznom
kavitacijom nastaju kavitacijski mjehuri¢i kratkog vijeka, ponekad im je vijek trajanja kraéi od
jednog ciklusa. Promjene temperature i tlaka koje nastaju zbog uruSavanja kavitacijskih
mjehuri¢a uzrokuju smicanje, stanjivanje stani¢nih membrana i stanicni poremecaj, Sto rezultira
pojac¢anim prodiranjem otapala u stanicu te pojacanim prijenosom mase ciljanih spojeva u
otapalo (Slika 4.). Osim toga, urusavanje dovodi do stvaranja turbulencija na mikroskopskoj
razini, velikih brzina meducesti¢nih sudara 1 agitacije u mikroporoznim ¢esticama matrice, §to

ubrzava difuziju. [26, 27]

Cell wall

Cracked formed
by cavitation Extract out

v

Solvent in

(A) (B)

Slika 4. Mehanizam naruSavanja stani¢ne stjenke:
(A) - narusavanje stani¢ne stjenke zbog kavitacije
(B) — difuzija otapala u stani¢nu strukturu. [27]

Sposobnost ultrazvuka da izazove kavitaciju ovisi o njegovim karakteristikama (intenzitet i
ucestalost), svojstvima medija (povrSinska napetost 1 viskoznost) 1 uvjetima okoline (tlak 1
temperatura). [27] Ultrazvucna frekvencija odreduje veli¢inu mikromjehurica 1 otpor prijenosa
mase. Kada se frekvencija ultrazvuka poveca, intenzitet kavitacije u tekucini se smanjuje. Osim
toga, pri visokim frekvencijama ciklus kompresije-razrjedivanja moze biti prekratak da bi
nastala odgovarajuca veli¢ina mikromjehuri¢a. Zbog toga je trajanje faze razrjedivanja obrnuto

proporcionalno frekvenciji ultrazvuka.

Kod ekstrakcije potpomognute ultrazvukom vrijednost ultrazvu¢nog intenziteta snazno utjece
na sonokemijske ucinke 1 ucinkovitost ekstrakcije. Intenzitet ultrazvuka povezan je s
amplitudom akusti¢nog vala. Povecanje amplitude rezultira snaznijim procesom urusSavanja

mjehurica te ve¢im intenzitetom ultrazvuka.
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Velike amplitude ometaju rad pretvornika ultrazvuka sto rezultira mijeSanjem tekucine umjesto
pojave kavitacije i slabim prijenosom akusti¢nog vala kroz teku¢inu. Medutim, amplitudu treba
povecati kada se radi s uzorcima visoke viskoznosti, poput ulja i krvi. Otapalo koje se koristi
za obradu uzoraka UAE mora biti pazljivo odabrano, stoga je potrebno uzeti u obzir fizikalne
parametre kao $to su viskoznost, povrSinska napetost i tlak para otapala. Navedeni parametri
utjeu na pojavu kavitacije. Sto su veée prirodne kohenzivne sile izmedu molekula koje &ine
otapalo (visoka viskoznost i visoka povrSinska napetost), to je teze posti¢i kavitaciju.
Temperatura otapala ima dvije uloge u ultrazvu¢noj obradi. S jedne strane, koriStenjem visokih
temperatura narusavaju se snazne interakcije otopljene tvari i matrice Sto rezultira brzom
difuzijom. S druge strane, pri porastu temperature moze se primijetiti porast tlaka pare otapala.
Navedena cCinjenica uzrokuje da vise para otapala popuni kavitacijske mjehurice, koji se onda
manje snazno urusavaju i smanjuju se ucinci djelovanja ultrazvuka. Stoga je optimiranje
temperature od velike vaznosti kako bi se dobili zadovoljavajuéi ucinci i prinosi ekstrakcije. Na
sonokemijske ucinke utjece 1 vanjski tlak. Ako se vanjski tlak poveca, tada je potrebna veca
ultrazvucna energija da se izazove kavitacija, odnosno da se razbiju molekularne sile otapala.
Za odredenu frekvenciju postoji odredeni vanjski tlak koji ¢e osigurati optimalnu sonokemijsku

reakciju. [26, 28]

2.3.3. Ultrazvué¢na sonda

Ultrazvucna sonda koja je uronjena u uzorak, primjer je izravne primjene ultrazvuka u
analitickoj kemiji. Ultrazvuk se $iri u otopini bez ikakve barijere koja moZe nadvladati
ultrazvucni val, osim samog medija. [28] Ova metoda ima nekoliko nedostataka a to su
kontaminacija uzorka metalima odvojenim od sonde (npr. aluminij ili krom) 1 gubitak

hlapljivih spojeva zbog upotrebe ultrazvucnih sondi u otvorenim sustavima.
Glavni dijelovi ultrazvuéne sonde su:

1. Generator - zaduzen za pretvorbu napona u visokofrekventnu elektri¢nu energiju
2. Ultrazvuéni pretvarac- pretvara elektri¢nu energiju u mehanicke vibracije pri

konstantnoj frekvenciji

[98)

Standardni rog i rogovi za pojacavanje — povecavaju amplitudu sonikacije

R

Sonde- prenose ultrazvucnu energiju u uzorak. (Slika 5.)
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Slika 5. Glavni dijelovi ultrazvu¢ne sonde. [28]

Dizajn sonde je kljucan za dobru ucinkovitost UAE jer oblik i promjer sonde utjecu na
povecanje snage. Ultrazvu¢ne sonde velike snage obi¢no se preferiraju zbog svoje visoke
ucinkovitosti ekstrakcije i moguénosti povecanja prinosa u kra¢éem vremenu ekstrakcije. Postoji

nekoliko oblika sondi: stepenasta, eksponencijalna, cilindri¢na i linearna (Slika 6.).

Stepenasta sonda daje najvece povecanje amplitude, dok je eksponencijalni oblik sonde zbog

svojih malih promjera na radnim krajevima prikladan za mikro primjene. [26, 28]

| |

(A)

(Cor < [Cor

(C) (D)

k=)

Slika 6. Razliciti oblici sondi:
(A)- cilindri¢ni,
(B)- eksponencijalni,
(C)- linernt,
(D)- stepenasti. [28]
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Ultrazvucne sonde najces¢e se izraduju od legura titana jer su termootporne, mogu se
obradivati u autoklavu i otporne su na korozivne medije. Spiralne sonde izradene od titana (Ti)
ili aluminija (Al) pruzaju njeznu ultrazvu¢nu obradu vodenih medija u epruvetama ili drugim
tankim laboratorijskim posudama. Ultrazvu¢na snaga se rasporeduje po cijeloj povrSini spiralne
sonde, Cine¢i tako raspodjelu intenziteta ultrazvuka homogenijom po cijeloj duzini sonde.
Budu¢i da takve sonde mogu kontaminirati medij, provode se istrazivanja o koristenju novih
materijala (kvarc,silicij) za vrhove ultrazvuénih sondi, §to bi moglo rijesiti problem
kontaminacije otopina za ekstrakciju. Silikatne sonde ne dovode do kontaminacije uzorka
metalima, imaju visoku otpornost na temperaturu i ne pokazuju elektri¢nu vodljivost. Medutim,
potrebno je rijesiti nekoliko nedostataka ovakve sonde. Zbog male ¢vrstoce silicijskog stakla
imaju ograni¢enu amplitudu, krhke su tijekom rada i ne smiju se postavljati na cvrstu

povrsinu.[28]

2.3.4. Ultrazvuéna kupelj

Neizravna primjena UAE provodi se pomocu ultrazvucne kupelji u kojoj ultrazvucni val
prvo treba proc¢i kroz tekucinu unutar ultrazvuénog uredaja, a zatim stjenku posude u kojoj
se nalazi uzorak. To uzrokuje da je intenzitet ultrazvuka unutar posude za uzorke nizi od
ocekivanog. Ultrazvucna kupelj sastoji se od spremnika izradenog od nehrdajuceg Celika s
jednim 1ili viSe ultrazvuénih pretvornika. Raspodjela intenziteta ultrazvuka unutar
ultrazvucéne kupelji je heterogena, zbog cega bi reakcijski spremnik trebao biti postavljen
na mjestu gdje se postize najveci intenzitet ultrazvucne obrade. Takoder od velike vaznosti
je 1 oblik reakcijske posude, da bi se postigla minimalna refleksija ultrazvuka, posuda s
ravnim postoljem kao §to je stozasta tikvica, bila bi najbolji izbor. Debljina posude takoder

treba biti minimalna. Vrste ultrazvuénih kupelji prikazane su u tablici 2. [26, 28]
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Tablica 2. Vrste ultrazvucnih kupelji 1 njihove karakteristike. [28]

Vrsta ultrazvucne kupelji Karakteristike

- radi na jednoj frekvenciji (40 kHz)

Klasi¢na ultrazvucna kupelj - regulacija temperature

- koristi istovremeno ultrazvuéne pretvornike s

Ultrazvuéna kupelj s vise frekvencija razli¢itim frekvencijama (npr. 25 1 40 kHz)

- dvostruka frekvencija ultrazvuka

- radi s jednom od dvije frekvencije istovremeno
(25/45 ili 35/130 kHz),

- regulacija snage

- moguénost kontrole intenziteta (amplitude) (10 % -
Ultrazvuéna kupelj s najnaprednijim 100 %)

Tri nacina rada:

1. Sweep: frekvencija varira unutar definiranog
raspona. Ultrazvuéna ucinkovitost je homogenije
rasporedena

u kupelji nego tijekom standardnog rada.

2. Standardno: frekvencija je regulirana mehanickom
rezonancijom ultrazvu¢nog pretvornika

3.Degas: snaga se prekida na kratko kako ultrazvuéne
sile ne bi zadrzale mjehuriée

- regulacija topline i vremena

uvjetima tehnologije

2.4. OTAPALA

Visoka lipofilnost luteina i srodnih estera odreduje njegovu topljivost u ekstrakcijskom
otapalu, stoga ucinkovitost ekstrakcije luteina iz razli¢itih matrica uzoraka moze varirati.
lako se nepolarna otapala poput heksana koriste u ekstrakciji karotenoida, ksantofili poput
luteina ekstrahiraju se relativno polarnim otapalima poput polietilen-glikola i1 dietil-etera.
Tetrahidrofuran 1 metanol takoder se mogu dodati uzorku hrane za bolju uc¢inkovitost
ekstrakcije. [4] Prema standardnoj metodi kao ekstrakcijska smjesta upotrebljava se
heksan:aceton:toulen:etanol=10:7:7:6. [29] Osim navedenih otapala, kao ekstrakcijske
smjese mogu se jos upotrijebiti metanol:aceton= 1:1, etilacetat, aceton, propan-2-ol, etanol,

2-metiltetrahidrofuran (MTHF). [10, 30, 31]
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2.4.1. Zelena otapala

Za konvencionalne tehnike ekstrakcije ve¢inom se upotrebljavaju teska organska otapala
poput kloroforma, heksana, diklormetana i dietil-etera, koja su ekoloski neprihvatljiva 1
stvaraju velike koli¢ine otpada. U posljednje vrijeme sve viSe paznje pridaje se zelenim
otapalima koja su ekoloski prihvatljivija te su u skladu sa 12. principa zelene kemije. Takva
otapala su biorazgradiva, te se dobivaju iz obnovljivih izvora energije. Osim toga odlikuje
ih niz pozeljnih svojstava kao Sto su vrlo niska toksi¢nost, slaba zapaljivost te nizak
potencijal za eksploziju. Razvijeno se je viSe metoda (SMART, SAGE, PARIS II) kojima
je cilj odabrati Sto viSe ekoloski prihvatljivije otapalo, a da se time ne smanji u¢inkovitost i

iskoristenje kemijskog procesa. Primjer zelenih otapala prikazan je u tablici 3. [32]

Tablica 3. Pfizerova metoda i preporuke za odabir zelenih otapala. [32]

POZELJNA UPOTREBLIJIVA NEPOZELJNA
OTAPALA OTAPALA OTAPALA
Voda Cikloheksan Pentan
Aceton Toulen Heksan
Etanol Heptan Dietil-eter
Propan-1-ol Metilcikloheksan Diizopropil-eter
Propan-2-ol Izooktan Diklormetan
Etil-acetat Acetonitril Dikloretan
Izopropil-acetat Tert-butil-metil-eter Kloroform
Metil-etil-keton 2-metiltetrahidrofuran Dimetilformamid
Metanol Tetrahidrofuran N-metil-2-pirolidon
Butan-1-ol Octena kiselina Piridin
tert-butanol Etilen-glikol Dimetilacetamid
Dimetil-sulfoksid 1,4-dioksan
Ksilen Benzen
Dimetoksietan
Tetraklormetan
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2.4.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

HPLC je kratica za tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (eng. High performance
liquid cromatography), analiticku tehniku koja odvaja spojeve otopljene u teku¢em uzorku i
omogucuje kvalitativnu i kvantitativnu analizu razli¢itih komponenti koje sadrzi uzorak.
Otapalo koje se koristi za odvajanje komponenti u tekué¢em uzorku za HPLC analizu naziva se
mobilna faza. Mobilna faza se isporucuje u kolonu koja je ispunjena stacionarnom fazom, a
zatim u detektor stabilnom brzinom protoka koju kontrolira pumpa za isporuku otapala.
Odredena koli¢ina uzorka se ubrizgava u mobilnu fazu a u koloni se odvajaju spojevi sadrzani
u uzorku. Spojevi odvojeni u koloni detektiraju se detektorom koji se smjesta nakon kolone i
koji svaki spoj koji se nalazi u uzorku identificira i kvantificira. Vrsta detektora odabire se
ovisno o svojstvima analita. Detektori koji se naj¢eS¢e upotrebljavaju su: UV-VIS detektor,
detektor fluorescentnih zraka, foto-diodni detektor, detektor indeksa loma i detektor elektricne

vodljivosti. [33]
Dijelovi HPLC-a i njihova uloga (Slika 7.) :
1. Pumpa — isporucuje mobilnu fazu kontroliranom brzinom protoka.

2. Jedinica za otplinjavanje (otplinja€) - zrak se lako moze otopiti u mobilnoj fazi pri
atmosferskom tlaku. Ako mobilna faza sadrzi mjehuri¢e zraka 1 ude u pumpu, moze do¢i do
fluktuacije brzine. Jedinica za otplinjavanje pomaze u sprje¢avanju ovog problema uklanjanjem

mjehurica zraka u mobilnoj fazi.
3. Injektor uzorka - uvodi standardnu otopinu ili otopinu uzorka u mobilnu fazu.

4. Kolona - ispunjena stacionarnom fazom koja moze biti polarna ili nepolarna. HPLC
normalnih faza je naziv za kolonu u kojoj je stacionarna faza polarna, dok je mobilna faza koja
se isporucuje u kolonu nepolarna. U HPLC-u obrnutih faza, stacionarna faza je nepolarna, dok

je mobilna faza za razliku od nje polarna.

5. Peénica za kolonu — kolona se stavlja u pe¢nicu kako bi se temperatura odrzavala

konstantnom.

6. Detektor - detektira spojeve eluirane iz kolone.
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7. Sustav za obradu podataka - obraduje signal iz detektora kako bi se dobio kromatogram

za identifikaciju 1 kvantificiranje spojeva.

HPLC detektira spojeve na temelju njihove razlike u brzini prolaska kroz kolonu. Jaci afinitet
(npr. Van der Waalsova sila) izmedu komponente i mobilne faze omogucuje brze kretanje
komponente kroz kolonu zajedno s mobilnom fazom. S druge strane, Sto je jaci afinitet sa

stacionarnom fazom, to se ona sporije krece kroz stupac kolone. [33]

Tekuéi uzorak

i

,KOlona Detektor
(stacionarna faza)

| E
]
: | |
Pumpa .
- ! Generiranje elektri¢nog
', signala
Mobilna faza , )
( B ]
Odvajanje
komponenti

Slika 7. Dijelovi HPLC-a. [33]

Kromatogram je dvodimenzionalni dijagram s okomitom osi koja prikazuje koncentraciju
analita 1 horizontalnom osi koja predstavlja vrijeme analize. Kada se iz stupca ne eluiraju
spojevi iscrtava se linija paralelna s vodoravnom osi, koja se naziva baznom linijom. Detektor
reagira na temelju koncentracije ciljanog spoja u vrpci eluiranja. Vrijeme zadrzavanja (tr)
vremenski je interval izmedu injektiranja uzorka i1 pojave njegovog signala na detektoru.
Potrebno vrijeme da nezadrzani spojevi (spojevi bez interakcije za stacionarnu fazu) prijedu od
injektora do detektora naziva se mrtvo vrijeme (to). Visina pika (h) je okomita udaljenost
izmedu vrha pika 1 bazne linije, dok je povrSina pika (A) podrucje zatvoreno vrhom pika i
baznom linijom. Rezultati dobiveni kromatogramom koriste se za kvalitativnu 1 kvantitativnu

analizu komponenti uzorka (Slika 8.). [33]
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Intenzitet signala detektora

Y

_A—n Pik
Ir
h f
Jie

—®

Bazna linija

Vrijeme

Injektiranje uzorka u kolonu — pocetak analize

Slika 8. Kromatogram. [33]

Retencijsko vrijeme

Mrtvo vrijeme
Povrsina pika

Visina pika
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

n-heksan, HPLC ¢istoce

aceton

toulen

etanol, apsolutni, bezvodni

propan-2-ol

metanol, HPLC ¢istoce

tetrahidrofuran (THF), HPLC c¢istoce

etilacetat (Fisher Scientific, UK)

40 % metanolna otopina kalijevog hidroksida (KOH)

5% 110 % metanolna otopina natrijevog hidroksida (NaOH)
10 % vodena otopina natrijevog sulfata (Na>xSO4)

0,2 % metanolna otopina 2,6-di-tert-butil-4-metilfenola ( BHT)

0,2 % metanolna otopina askorbinske kiseline

3.2. Pribor i instrumentacija

staklene epruvete s cepom

tamne kivete za centrifugiranje (PP)
kivete za centrifugiranje (PP)

HPLC vijalice

graduirana pipeta (1 mL)

mikropipeta

caSe

odmjerne tikvice

analiticka vaga (Sartorius) (Slika 9.)
laboratorijska tresilica (vorteks), (IKA)

magnetska mjeSalica s grijacem (IKA)
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centrifuga (Hettich) (Slika 10.)

ultrazvucna kupelj s regulatorom temperature (Bandelin, Berlin, Njemacka) (Slika 11.)
sustav za ultrazvuénu homogenizaciju (Sonoplus 3100, Bandelin, Berlin, Njemacka)
(Slika 12.)

uredaj za kromatografiju visoke djelotvornosti (Shimadzu) (Slika 13.)

FraEc ea

Slika 9. Analiticka vaga (Sartorius).

Slika 10. Centrifuga (Hettich).

24



Slika 12. Sustav za ultrazvu¢nu homogenizaciju (Sonoplus 3100, Bandelin, Berlin, Njemacka).
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Slika 13. Uredaj za kromatografiju visoke djelotvornosti (Shimadzu).

3.3. Opis korisStenih metoda
3.3.1. Standardna metoda

U staklene kivete od 50 mL izvagano je 1 g uzorka hrane za koke nesilice u koju je dodano
15 mL ekstrakcijske smjese (heksan:aceton:etanol:toulen= 10:7:6:7) 1 1 mL 0,2 % metanolne
otopine BHT-a. SadrzZaj je promijeSan na vorteksu 30 sekundi i potom je dodano 2 mL ultraciste
vode i 2 mL 40 % metanolne otopine KOH te je smjesa ponovno promijesana na vorteksu 30
sekundi. Kivete su oblozene aluminijskom folijom kako bi se smanjio utjecaj svjetla na uzorke,
te su stavljene na zagrijavanje u vodenu kupelj na 56 °C, 20 minuta (Slika 14.). Nakon
zagrijavanja epruvete su ostavljene u mraku 1 sat. Potom je u smjesu dodano 15 mL n-heksana
1 5 mL 10 % vodene otopine Na>SO4 (Slika 15.) nakon Cega se smjesa promijesala. Smjesa je
ponovno ostavljena 1 sat u mraku kako bi se slojevi odijelili. Alikvot gornjeg heksanskog sloja
profiltriran je kroz filter s veli¢inom pora 0,20 um te je 1 mL uzorka uparavan na rotvaporu na
55 °C. Nakon uparavanja, svakom uzorku je dodano 1 mL smjese heksan:etilacetat u omjeru
65:35. U vijalicu je preneseno 1 mL tako pripremljenog uzorka i uzorak je analiziran na HPLC-

u. [34]
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Slika 14. Epruveta oblozena aluminijskom folijom prije zagrijavanja.

Slika 15. Gornji heksanski sloj nakon dodatka n-heksana 1 10 % vodene otopine Na>SOs.
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3.3.2. Metoda 1

U tamne PP kivete za centrifugu od 50 mL izvagano je 1 g uzorka hrane za koke nesilice u
koju je dodano 19 mL ekstrakcijske smjese metanol:aceton = 1:1 i 1 mL 0,2 % metanolne
otopine BHT-a. Sadrzaj je promijeSan na vorteksu 30 sekundi. Ekstrakcija je potpomognuta
ultrazvukom pomocu ultrazvucne sonde tokom 3 minute (Slika 16.). Uzorci su ostavljeni u
mraku 10 minuta, nakon Cega su centrifugirani 10 minuta na 6000 rpm. Supernatant je
profiltriran kroz filter s veli¢inom pora 0,45 um i 1 mL profiltriranog supernatanta je upareno
na rotavaporu do suhog, nakon ¢ega je dodano 1 mL smjese heksan:etilacetat u omjeru 65:35.

U vijalicu je preneseno 1 mL tako pripremljenog uzorka i uzorak je analiziran na HPLC-u.

3.3.2.1. Metoda 1 uz saponifikaciju

U tamne PP kivete za centrifugu od 50 mL izvagano je 1 g uzorka hrane za koke nesilice u
koju je dodano 15 mL ekstrakcijske smjese metanol:aceton = 1:1, 2 mL 0,2 % metanolne
otopine BHT-a 1 3 mL 40 % metanolne otopine KOH. Sadrzaj je promijesan na vorteksu 30
sekundi. Ekstrakcija je potpomognuta ultrazvukom pomocu ultrazvuéne sonde tokom 3 minute.
Uzorci su ostavljeni u mraku 10 minuta, nakon ¢ega su centrifugirani 10 minuta na 6000 rpm.
Supernatant je profiltriran kroz filter s veli¢inom pora 0,45 pum 1 1 mL profiltriranog
supernatanta je upareno na rotavaporu do suhog, nakon cfega je dodano 1 mL smjese
heksan:etilacetat u omjeru 65:35. U vijalicu je preneseno 1 mL tako pripremljenog uzorka 1

uzorak je analiziran na HPLC-u.
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Slika 16. Direktna ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UZVS).

Prethodno navedene i opisane metode (standardna metoda, metoda 1, metoda 1 uz
saponifikaciju) koriStene su za pripremu neusitnjenih 1 usitnjenih uzoraka, a metode koje ¢e biti

opisane u nastavku koriStene su za pripremu usitnjenih uzoraka.

3.3.3. Metoda 2

U tamne kivete za centrifugu od 15 mL izvagano je 1 g usitnjenog uzorka hrane za koke
nesilice u koju je dodano 2 mL 10 % vodene otopine askorbinske kiseline, 5 mL propan-2-ola
i smjesa je promijesana na vorteksu 10 sekundi. Nakon mijeSanja na vorteksu uzorci su stavljeni
u ultrazvuénu kupelj 15 minuta a potom su centrifugirani 20 min na 4 °C 1 5000 rpm. Izdvojeno
je 3 mL supernatanta u boc€icu za uparavanje i ostavljeno na tamnom mjestu. Uzorak u tamnim
kivetama za centrifugu ponovno je ekstrahiran dodatkom 3 mL propan-2-ola i postupak je
ponovljen. Nakon centrifugiranja, 2 mL supernatanta je preneseno u bocice za uparavanje.
Prikupljeni supernatant uparavan je na rotavaporu pod snizenim tlakom. Nakon uparavanja
dodano je 2 mL smjese heksan:etilacetat u omjeru 65:35. Uzorci su promijesani i preneseni u

vijalicu za HPLC analizu. [30]
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3.3.3.1. Metoda 2 uz saponifikaciju

U tamne kivete za centrifugu od 15 mL izvagano je 1 g usitnjenog uzorka hrane za koke
nesilice u koju je dodano 5 mL propan-2-ola, 2 mL 10 % askorbinske kiseline u propan-2-olu,
3 mL 5 % odnosno 10 % NaOH u propan-2-olu. Sadrzaj je promijesan na vorteksu 30 sekundi,
te su uzorci stavljeni na zagrijavanje u vodenu kupelj 30 minuta na 60 °C. Uzorci su ostavljeni
u mraku 15 minuta da se ohlade i stavljeni su 15 minuta na ultrazvu¢nu kupelj, potom su
centrifugirani 20 minuta na 4 °C i 5000 rpm. U bocice za uparavanje preneseno je 5 mL
supernatanta i upareno na rotavaporu pod snizenim tlakom. Nakon uparavanja dodano je 2 mL
smjese heksan:etilacetat u omjeru 65:35. U vijalicu je preneseno 1 mL uzorka profiltriranog

kroz filtere s veli¢inom pora 0,45 pm.

3.3.4. Metoda 3

U tamne kivete za centrifugu od 15 mL izvagano je 1 g usitnjenog uzorka hrane za koke
nesilice u koje je dodano 2 mL 10 % vodene otopine askorbinske kiseline, 5 mL smjese
metanol:aceton = 1:1 1 sve je mijeSano na vorteksu 10 sekundi. Nakon mijeSanja na vorteksu,
ekstrakcija je potpomognuta ultrazvukom koriStenjem ultrazvuéne sonde 3 minute i potom su
uzorci centrifugirani 10 min na 4 °C 1 5000 rpm. Izdvojeno je 3 mL supernatanta u bo€icu za
uparavanje i ostavljeno na tamnom mjestu. U tamne kivete za centrifugu s uzorkom ponovno
je dodano 3 mL smjese metanol:aceton= 1:1 1 postupak je ponovljen. Nakon centrifugiranja, 2
mL supernatanta je preneseno u bocice za uparavanje. Prikupljeni supernatant uparavan je na
rotavaporu pod sniZzenim tlakom. Nakon uparavanja dodano je 2 mL smjese heksan:etilacetat u

omjeru 65:35. Uzorci su promijesani 1 1 mL prenesen je u vijalicu za HPLC analizu.
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3.3.4.1. Metoda 3 uz saponifikaciju

U tamne kivete za centrifugu od 15 mL izvagano je 1 g usitnjenog uzorka hrane za koke
nesilice u koji je dodano 5 mL smjese metanol:aceton= 1:1, 2 mL 10 % metanolne otopine
askorbinske kiseline, 3 mL 5 % odnosno 10 % metanolne otopine NaOH. Sadrzaj je promijesan
na vorteksu 30 sekundi, te su uzorci stavljeni na zagrijavanje u vodenu kupelj 30 minuta na 60
°C. Uzorci su ostavljeni u mraku 15 minuta da se ohlade, nakon ¢ega je provedena ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom koriStenjem ultrazvuéne sonde 3 minute. Uzorci su potom
centrifugirani 10 minuta na 4 °C i 5000 rpm. U bocice za uparavanje preneseno je 5 mL
supernatanta i upareno na rotavaporu pod snizenim tlakom. Nakon uparavanja dodano je 2 mL
smjese heksan: etilacetat u omjeru 65:35. U vijalicu je preneseno 1 mL profiltriranog uzorka

(0,45 pm).

Ova metoda koriStena je 1 za usporedbu vremena ekstrakcije odnosno vremena nakon
ekstrakcije potpomognute ultrazvuénom sondom, uzorci su ostavljeni 1 h na tamnom nakon
¢ega su centrifugirani 10 minuta na 4 °C i 5000 rpm te su dalje pripremljeni na prethodno opisan

nadin.

3.3.5. Metoda 4

U staklene bocice od 50 mL izvagano je 1 g uzorka hrane za koke nesilice u koju je dodano
15 mL ekstrakcijske smjese metanol:aceton = 1:1 i 1 mL 0,2 % metanolne otopine BHT-a.
Sadrzaj je promijeSan na vorteksu 30 sekundi i potom je dodano 2 mL ultraciste vode, 2 mL
40 % metanolne otopine KOH te je smjesa ponovno promijeSana na vorteksu 30 sekundi.
Bocice sa uzorcima su stavljene na zagrijavanje u vodenu kupelj na 56 °C, 20 minuta. Nakon
zagrijavanja uzorci su ostavljeni na tamnom 1 h. Potom je u smjesu dodano 15 mL n-heksana 1
5 mL 10 % vodene otopine Na>SOs (Slika 17.). Smjesa je ponovno ostavljena 1 h na tamnom
kako bi se slojevi odijelili. Alikvot gornjeg heksanskog sloja profiltriran je kroz filter s porama
0,45 um te je 1 mL uzorka uparavan na rotvaporu na 55 °C. Nakon uparavanja, svakom uzorku
je dodano 1 mL smjese heksan:etilacetat u omjeru 65:35. U vijalicu je preneseno 1 mL tako

pripremljenog uzorka i1 uzorak je analiziran na HPLC-u.
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3.3.5.1. Modificirana metoda 4

U staklene bocice od 50 mL izvagano je 1 g uzorka hrane za koke nesilice u koju je dodano
15 mL ekstrakcijske smjese metanol:aceton = 1:1 i 1 mL 0,2 % metanolne otopine BHT-a.
Sadrzaj je promijesan na vorteksu 30 sekundi i potom je dodano 2 mL ultracdiste vode, 2 mL
40 % metanolne otopine KOH te je smjesa ponovno promijeSana na vorteksu 30 sekundi.
Bocice s uzorkom su stavljene na zagrijavanje u vodenu kupelj na 56 °C, 20 minuta. Nakon
zagrijavanja uzorci su ostavljeni na tamnom 1 h. Potom je u smjesu dodano 15 mL etilacetata i
5 mL 10 % vodene otopine Na>SOg4 (Slika 17.). Smjesa je ponovno ostavljena 1 h na tamnom
kako bi se slojevi odijelili. Alikvot gornjeg sloja etilacetata profiltriran je kroz filter s veli¢inom
pora 0,45 pm te je 1 mL uzorka uparavan na rotvaporu na 55 °C. Nakon uparavanja, svakom
uzorku je dodano 1 mL smjese heksan:etilacetat u omjeru 65:35. U vijalicu je preneseno 1 mL

tako pripremljenog uzorka i uzorak je analiziran na HPLC-u.

Slika 17. Usporedba gornjeg sloja etilacetata (lijevo) 1 heksana (desno).
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3.4. Odabir i provjera najuspjesSnije metode ekstrakcije

Najuspjesnija metoda ekstrakcije odabrat ¢e se prema rezultatima HPLC analize sadrzaja

luteina u pripremljenim uzorcima uz koristenje Sto veceg udjela zelenih otapala.

Nakon odabira najuspjesnije metode ekstrakcije, potrebno je provesti provjeru prikladnosti
metode. Provjera se provodi na nac¢in da se najprije izmjeri sadrzaj luteina u standardnoj otopini
luteina odabrane koncentracije, potom se izmjeri sadrzaj luteina u uzorku pripremljenog
odabranom metodom ekstrakcije i na kraju se izmjeri sadrzaj luteina u smjesi uzorka i

standarda.

Priprema uzoraka za provjeru prikladnosti metode:

Uzorak 1: 500 pL otopine standarda + 500 uL. hekasan:etilacetat u omjeru 65:35,
Uzorak 2: 500 pL otopine realnog uzorka + 500 puL hekasan:etilacetat u omjeru 65:35,
Uzorak 3: 500 pL otopine standarda + 500 pL otopine realnog uzorka.

3.5. Analizirani uzorci

Lutein je odredivan u osam razli¢itih uzoraka hrane s razli¢itim dodatcima (lutein, omega-3
masne kiseline, selen, vitamin A, E, D3). Popis oznaka razli€itih uzoraka hrane te njihov sastav
prikazan je u tablici 4. Za ispitivanje razli¢itth parametara ekstrakcije koriStena je hrana

dostupna na trzistu koja nije sadrzavala dodatke.

Sve analize su provedene na pet paralelnih uzoraka. Uzorci su nakon prikupljanja i usitnjavanja

¢uvani u hladnjaku na 4 °C.
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Tablica 4. Popis oznaka razli¢itih uzoraka hrane i njihov kemijski sastav.

3.6. Parametri ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i tekucinske

Oznaka hrane Sastav
H K Usitnjeni kukuruz
PN-Do Vitamin A, D3, E, Fe, Mn, Se, BHT, BHA,
ulja 1 masti, pSeni¢no brasno, vapnenac
0 M Usitnjeni kukuruz i PN-Do pomijesani u
- omjeru 4:1
H_L Hrana obogacena luteinom
Hrana obogacena luteinom, omega-3
P-6 Q e o2
masnim kiselinama, selenom i vitaminom E
H.Q Hrana obogacena luteinom, omega-3
- masnim kiselinama, selenom i vitaminom E
PPT-1-DO Hrana pomijesana sa usitnjenim
kukuruzom, je¢émom i sojom
. Hrana pomijeSana sa usitnjenim
Valpomin S
kukuruzom, zobi i pSenicom

kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Direktna ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UZVYS)

Amplituda: 70 %
Interval ultrazvuka: 3 s

Interval pauze: 2 s

Ukupno vrijeme trajanja: 3 min
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Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

e Protok: 1 mL/min

e Temperatura pecnice: sobna temperatura
e Vrijeme trajanja analize: 8 min

e Valna duljina: 450 nm

e Injektirani volumen: 20 uLL

e Mobilna faza: metanol:tetrahidrofuran u omjeru 9:1

Kalibracijska krivulja konstruirana je ranije a dobiveni R? iznosio je 0,99989.

3.7. Prikaz dobivenih rezultata

Podatci dobiveni odredivanjem sadrzaja luteina u uzorcima prikazani u tablicama, statisticki
su obradeni 1 opisani standardnom pogreSkom (standardnom devijacijom, SD), relativnom
standardnom pogreskom (relativna standardna devijacija, RSD) i intervalom pouzdanosti.
Standardna devijacija (SD) govori nam o raspodjeli podataka dobivenih mjerenja oko srednje
vrijednosti, odnosno o rasprSenosti podataka unutar iste skupine. Relativna standardna
devijacija (RSD) ili koeficijent varijacije je omjer standardne devijacije i aritmeticke sredine,
izraZzava se postotkom i govori nam o preciznosti mjerenja. Interval pouzdanosti je raspon
vrijednosti oko aritmeticke sredine serije mjerenja unutar kojeg se moze ocekivati prava

vrijednost. [35, 36, 37]

U tablicama su crveno oznacene vrijednosti koji nisu u skladu sa zadovoljavajucom RSD

vrijednosti manjom od 5 %.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Usporedba rezultata dobivenih primjenom standardne metode i metode
1 na neusitnjene i usitnjene uzorke

Koncentracija luteina odredena je u neusitnjenim i usitnjenim uzorcima primjenom
standardne metode i metode 1. Rezultati dobiveni standardnom metodom prikazani su u tablici
5 i na slici 18. Sadrzaj luteina odreden standardnom metodom u usitnjenim uzorcima je 25,7 %
veci u odnosu na uzorke koji nisu usitnjeni. Vrijednost RSD dobivena standardnom metodom
manja je kod uzoraka koji su usitnjeni Sto ukazuje na homogeniji uzorak. Rezultati dobiveni
metodom 1 prikazani su u tablici 6 i slici 19. Sadrzaj luteina veci je u usitnjenim uzorcima i
iznosi 4,546 mg/kg hrane, dok u neusitnjenim uzorcima iznosi 2,987mg/kg hrane. Vrijednost
RSD je veca kod uzoraka koji su usitnjeni ali unato¢ tome odredeni sadrzaj luteina 52 % bolji

primjenom metode 1 na uzorcima koji su usitnjeni.

Tablica 5. Usporedba rezultata dobivenih standardnom metodom primijenjenoj na neusitnjene

1 usitnjene uzorke.

mg/L mg/k Srednja Interval
Uzorak (psm) hrgang vrijednjost SD RSD (%) pouzdanosti ()
1 0,27520 11,008
2 0,26521 10,608
3 0,25362 10,145 10,145 0,952 9,379 0,932
4 0,19724 7,890
5 0,22049 8,820

1 usitnjena hrana 0,33038 13,215
2 usitnjena hrana 0,29220 11,688
3 usitnjena hrana 0,32195 12,878 12,753 0,716 5,613 0,627
4 usitnjena hrana 0,33815 13,526
5 usitnjena hrana 0,31140 12,456
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Slika 18. Usporedba sadrZaja luteina u neusitnjenim (—) i usitnjenim (—) uzorcima primjenom
standardne metode.

T
&5

Tablica 6. Usporedba rezultata dobivenih primjenom metode 1 na neusitnjene i usitnjene

uzorke.
mg/L mg/k Srednja Interval
Uzorak (p[%m) hrgang vrijednjost SD RSD (%) pouzdanosti (%)
1 0,14905 2,981
2 0,17664 3,533
3 0,14991 2,998 2,987 0,0722 2,417 0,071
4 0,15360 3,072
5 0,14481 2,896
1 usitnjena hrana 0,21834 4,367
2 usitnjena hrana 0,23383 4,677
3 usitnjena hrana 0,22742 4,548 4,546 0,324 7,123 0,284
4 usitnjena hrana 0,21344 4,269
5 usitnjena hrana 0,24997 4,999

Slika 19. Usporedba sadrzaja luteina u neusitnjenim (—) 1 usitnjenim (—) uzorcima primjenom

metodel.
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4.2. Rezultati dobiveni metodom 2 i 3 sa i bez saponifikacije

Rezultati dobiveni primjenom metode 2 1 metode 2 uz saponifikaciju na usitnjene uzorke
prikazani su u tablici 7. Najbolji prinos ekstrakcije dobiven je uz saponifikaciju s 5 % NaOH
(1,441 mg/kg hrane) dok je najmanja vrijednost RSD dobivena kod nesaponificiranih uzoraka
(5,066 %). Puno bolji rezultati dobiveni su primjenom ekstrakcijske smjese (gdje je propan-2-
ola zamijenjen smjesom metanol:aceton u omjeru 1:1) Sto je opisano u metodi 3 1 metodi 3 uz
saponifikaciju. Rezultati dobiveni ovim dvjema metodama prikazani su u tablici 8. Sadrzaj
luteina u nesaponificiranim uzorcima je 113 % veéi u odnosu na rezultate dobivene metodom

2, odnosno 205 % veéi u odnosu na rezultate dobivene metodom 2 uz saponifikaciju.

Tablica 7. Usporedba rezultata dobivenih primjenom metode 2 i metode 2 uz saponifikaciju na
usitnjene uzorke.

mg/L mg/k Srednja RSD Interval
Uzorak (p[g)m) hrgang vrijednjost SD (%) pouzdanosti ()
1 0,28860 | 0,808
2 0,26330 | 0,738
3 0,28876 | 0,809 0,829 0,0420 5,066 0,041
4 0,28805 | 0,807
5 0,31845 1 0,892

1, saponif. 5 % NaOH 0,32862 1,314
2, saponif. 5% NaOH | 0,35335 | 1,413
3, saponif. 5 % NaOH 0,34010 | 1,360 1,441 0,140 9,693 0,122
4, saponif. 5 % NaOH 0,36432 1,457
5, saponif. 5 % NaOH 0,4075 1,630

1, saponif. 10 % NaOH | 0,20763 | 0,831
2, saponif. 10 % NaOH | 0,20776 | 0,831
3, saponif. 10 % NaOH | 0,19881 | 0,795 0,748 0,077 10,256 0,067
4, saponif. 10 % NaOH | 0,16851 ] 0,674
5, saponif. 10 % NaOH | 0,17299 ] 0,692
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Tablica 8. Usporedba rezultata dobivenih primjenom metode 3 i metode 3 uz saponifikaciju na

usitnjene uzorke.

mg/L mg/k Srednja Interval
Uzorak (p§m) hfang vrijednjost SD RSD (%) pouzdanosti (£)
1 0,96225 2,695
2 0,88998 2,493
3 0,94173 2,638 2,596 0,1008 3,883 0,099
4 0,87780 2,459
5 0,92485 2,591
1, saponif. 5 % NaOH | 1,18972 4,759
2, saponif. 5 % NaOH | 1,04038 4,162
3, saponif. 5 % NaOH | 1,13843 4,554 4,394 0,324 7,380 0,284
4, saponif. 5 % NaOH | 1,05802 4,232
5, saponif. 5 % NaOH 1,00813 4,033

Budu¢i da su rezultati dobiveni metodom 3 1 metodom 3 uz saponifikaciju za obje metode

bolji u odnosu na metodu 2 i metodu 2 uz saponifikaciju, ispitan je utjecaj vremena ekstrakcije

na sadrzaj luteina. Iz rezultata prikazanih u tablici 9. vidljivo je da je veéi sadrzaj luteina

dobiven kada je vrijeme ekstrakcije bilo 1 h kod saponificiranih uzoraka (5,118 mg/kg hrane),

dok vrijeme ekstrakcije nije znatno utjecalo na sadrzaj luteina kod nesaponificiranih uzoraka.

Najniza RSD vrijednost dobivena je kod uzoraka na kojima je primjenjena saponifikacija s

vremenom ekstrakcije 1 h (0,435 % ).
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Tablica 9. Utjecaj vremena ekstrakcije na sadrzaj luteina u uzorcima primjenom metode 3 i

metode 3 uz saponifikaciju.

Uzorak (l:[g)g;) ?f;ﬁg Srednja vrijednost | SD 1(1(501)) Interval [(’iO;lZdanostl
Vrijeme ¢ekanja (t =0 h)
1 0,99547 2,788
2 0,97634 2,735
3 1,0023 2,808 2,846 0,1 ] 5,101 0,127
4 1,10695 3,101
5 0,99897 2,798

1, saponif. 5 % NaOH 1,24782 4,991
2, saponif. 5% NaOH 1,2423 4,969

3, saponif. 5 % NaOH 1,28501 5,14 4,860 0,11 2,555 0,122
4, saponif. 5 % NaOH 1,20924 4,837
5, saponif. 5 % NaOH 1,11748 4,47

Vrijeme ¢ekanja (t=1 h)

1,06489 2,983
1,02779 2,879
1,00561 2,817 2,814 0,1 ] 4,406 0,109
0,95888 2,686
0,96499 2,703

NP |W [N

1, saponif. 5 % NaOH 1,32669 5,307
2, saponif. 5% NaOH 1,32482 5,299
3, saponif. 5 % NaOH 1,32226 5,289 5,118 0 0,435 0,022
4, saponif. 5 % NaOH 1,33513 5,341
5, saponif. 5 % NaOH 1,13381 4,535

4.2. Ispitivanje razlicitih otapala primjenom metode 1 i metode 1 uz
saponifikaciju

Budu¢i da su bolji rezultati dobiveni primjenom metode 1 i metode 1 uz saponifikaciju u
usporedbi s metodama 2 1 3, navedenom metodom ispitane su razliite ekstrakcijske smjese,
prikazane u tablici 10. 1z tablice je vidljivo da se od ispitanih ekstrakcijskih smjesa najboljom
pokazala metanol:aceton u omjeru 1:1 kod uzoraka sa i bez saponifikacije. Najveci sadrzaj
luteina dobiven je kod uzoraka sa saponifikacijom (5,309 mg/kg hrane), kod kojih je dobivena
i najniza RSD vrijednost (0,420 % ).
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Tablica 10. Usporedba razlicitih ekstrakcijskih smjesa primjenom metode 1 i metode 1 uz

saponifikaciju.
Ekstrakcijska smjesa mg/L (ppm) mg/kg hrane RSD ( %)
Metoda 1
Aceton 0,06016 1,203 4,135
Propan2-ol 0,05147 1,029 4,716
Etanol 0,17913 3,583 3,104
Metanol 0,23145 4,629 2,063
Metanol: aceton + THF 0,2374 4,748 6,774
Metanol: aceton = 2:1 0,23089 4,618 2,319
Metanol: aceton = 1:1 0,25741 5,148 1,498
Metoda 1 uz saponifikaciju
Aceton 0,06071 1,214 3,516
Propan2-ol 0,02716 0,543 16,7
Etanol 0,16003 3,201 4,294
Metanol 0,17499 3,500 4,888
Metanol:aceton + THF 0,23736 4,985 6,984
Metanol:aceton= 2:1 0,20347 4,069 3,283
Metanol:aceton = 1:1 1,32723 5,309 0,420

4.4, Ispitivanje utjecaja omjera suhe tvarii ekstrakcijske smjese

Budu¢i se u prethodnim analizama najboljom pokazala ekstrakcijska smjesa metanol:aceton=
1:1 ispitani su omjeri suhe tvari 1 ekstrakcijske smjese, rezultati prikazani u tablici 11. Prema
koristenoj metodi (metoda 1 uz saponifikaciju) najbolji omjer se pokazao omjer 1:20 (5,148

mg/kg hrane).

Tablica 11. Usporedba razlic¢itih omjera suhe tvari 1 ekstrakcijske smjese metanol: aceton =

1:1.
Ekstrakcijska smjesa ekos tl:}zjnf(ilsjlslll:: :::jl;sa (I;I%g;) ?g::g RSD (%)
Metanol: aceton = 1:1 1:5 0,63030 3,152 4,513
Metanol: aceton = 1:1 1:10 0,39565 3,956 2,651
Metanol: aceton = 1:1 1:20 0,25741 5,148 1,498
Metanol: aceton = 1:1 1:40 0,05039 2,015 5,285

41



4.5. Usporedba rezultata dobivenih metodom 4 i modificiranom metodom 4

Dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 12. i 13. Primjenom metode 4 sadrzaj luteina je
veciza49,35 % (19,410 mg/kg hrane) u odnosu na modificiranu metodu 4 (9,579 mg/kg hrane),
Sto ukazuje da je heksan bolje krajnje otapalo od etilacetata. Niza RSD vrijednost dobivena je
primjenom modificirane metode 4 (1,606 %). Usporedba rezultata dobivenih standardnom
metodom, metodom 4 1 modificiranom metodom 4 prikazani su u tablici 14. Najbolji rezultati
dobiveni su metodom 4 (19,410 mg/ kg hrane), Sto ukazuje da se ekstrakcijska smjesa
heksan:aceton:etanol:toulen u omjeru 10:7:6:7 moze zamijeniti ,zelenijom smjesom
metanol:aceton = 1:1. Iz tog razloga metoda 4 primjenjena je za analizu realnih uzoraka. Osim

metodom 4, realni uzorci su analizirani 1 modificiranom metodom 4.

Tablica 12. Usporedba rezultata dobivenih metodom 4.

mg/L rednj RSD Interval
Uzorak (p[%:n) mg/kg hrane v?iji((iinloast SD (30) pouzdaen(‘),sati &)
1 0,45608 18,243
2 0,50812 20,325
3 0,46403 18,561 19,410 1,338 6,893 0,029
4 0,53273 21,309
5 0,46533 18,613
Tablica 13. Usporedba rezultata dobivenih modificiranom metodom 4.
mg/L mg/k Srednja RSD Interval

Uzorak (psm) hfanf vrijednjost SD (%) pouzdanosti ()

1 0,23935 9,574

2 0,24005 9,602

3 0,24560 9,824 9,579 0,004 1,606

4 0,23637 9,455

5 0,23606 9,442
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Tablica 14. Usporedba

modificiranom metodom 4.

rezultata dobivenih standardnom

metodom, metodom 4

Metoda mg/L (ppm) mg/kg hrane
Standardna metoda 0,31882 12,753
Metoda 4 0,48526 19,410
Modificirana metoda 4 0,23949 9,579

4.6. Provjera prikladnosti metode 4 i modificirane metode 4

i

U tablicama 15. i 16. i na slikama 20. i 21. prikazani su rezultati dobiveni provjerom

prikladnosti metode 4 i modificirane metode 4. UspjeSnijom se pokazala metoda 4 sa

iskoriStenjem 101,503 % dok iskoristenje za modificiranu metodu 4 iznosi 86,779 %.

Tablica 15. Provjera prikladnosti metode 4.

Uzorak mg/L (ppm)
1 0,39106
Standard 0,08794
1 + standard 0,48688
Teoretski 0,47900
Dobiveno 0,48688
iskoristenje (%) 101,503
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Slika 20. Kromatogrami dobiven provjerom prikladosti metode 4
(—standard, —uzorak 1, — smjesa uzorka 1 i standarda).

Tablica 16. Provjera prikladnosti modificirane metode 4.

Uzorak mg/L (ppm)
1 0,21264
Standardni dodatak 0,08794
1 + standardni dodatak 0,26084
Teoretski 0,30058
Dobiveno 0,26084
Iskoristenje (%) 86,779
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Slika 21. Kromatogrami dobiven provjerom prikladosti modificirane metode 4

(—standard, —uzorak 1, — smjesa uzorka 1 i standarda).



4.7. Analiza realnih uzoraka

Za analizu realnih uzoraka upotrebljena je metoda 4 i modificirana metoda 4, a dobiveni

rezultati prikazani su u tablici 17 (Slika 22. — Slika 29.). U svim uzorcima veci sadrzaj luteina

odreden je metodom 4, veci za 37,22 % do 48,38 % u odnosu na modificiranu metodu 4.

Znacajno manje RSD vrijednosti dobivene su kod svih uzoraka koji su pripremljeni metodom

4 (u tablici prikazani kao rezultati dobiveni uz dodatak heksana) u odnosu na modificiranu

metodu 4 (u tablici prikazani kao rezultati dobiveni uz dodatak etilacetata). Najveci sadrzaj

luteina odreden je u uzorcima s oznakom H_Q, hrani koja sadrzi dodatak luteina, omega-3

masnih kiselina, selena i vitamina E (75,314 mg/kg hrane), dok je najnizi sadrzaj luteina

odreden u uzorcima s oznakom PN-Do, hrani koja nije pomijeSana sa Zitaricama (8,482 mg/kg

hrane).

Tablica 17. Usporedba rezultata dobivenih metodom 4 i modificiranom metodom 4 na realnim

uzorcima.
mg/L
Oznaka hrane | Dodatak otapala (ppm) mg/kg hrane | RSD ( %)
Heksan 1,005 40,181 2,901
H_K -
Etilacetat 0,3973 15,893 9,695
Heksan 0,2121 8,482 6,687
PN-Do
Etilacetat 0,1013 4,053 12,389
Heksan 0,8957 35,828 1,895
HM
Etilacetat 0,3783 15,131 2,798
H L Heksan 1,0433 41,732 1,517
- Etilacetat 0,4909 19,635 3,345
H.Q Heksan 1,8829 75,314 1,638
B Etilacetat 0,8579 34,315 7,521
Heksan 0,2846 11,385 1,088
P-6 Q .
Etilacetat 0,1377 5,509 6,663
Heksan 0,879 35,161 1,755
PPT-1-DO
Etilacetat 0,3272 13,087 5,589
Heksan 0,7871 31,483 5,401
Valpomin
Etilacetat 0,3064 12,254 4,888
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Slika 22. Usporedba sadrzaja luteina u uzorcima H K primjenom metode 4 1 modificirane
metode 4.
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Slika 23. UUspo:;edba:.saeréja luteina u uzorcima PN-Do pririlj enom metode 4 i modificirane
metode 4.
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Slika 24. Usporedba sadrzaja luteina u uzorcima H_L primjenom metodom 4 1 modificirane

metode 4.
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Slika 25. Usporedba sadrzaja luteina u uzorcima H M primjenom metode 4 1 modificirane

metode 4.
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Slika 26. Usporedba sadrZaja luteina u uzorcima H Q primjenom metode 4 i modificirane

metode 4.
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Slika 27. Usporedba sadrzaja luteina u uzorcima P-6_Q primjenom metode 4 i modificirane

metode 4.

48



pih |

Slika 28. Usporedba sadrzaja luteina u uzorcima PP1-1-DO primjenom metode 4 1 modificirane

metode 4.

Slika 29. Usporedba sadrzaja luteina u uzorcima valpomina primjenom metode 4 i

modificirano metode 4.

49



5. ZAKLJUCAK

Lutein (3,3’-dihridroksi-pB-karoten) je pigment svijetlozute boje koji pripada skupini
ksantofila. Od velike je vaznosti za zdravlje ¢ovjeka jer pomaze u prevenciji makule povezane
s dobi (AMD), katarakte, kardiovaskularnih bolesti (KVB), mozdanog udara, raka i
neurodegenerativnih poremecaja. Osim toga karakteriziraju ga hepatoprotektivna i
neuroprotektivna aktivnost te protuupalno djelovanje, stoga je od velike vaznosti unos ove

fitokemikalije hranom i/ili dodatcima prehrane.

U ovom radu ispitano je pet metoda ekstrakcije luteina iz uzoraka hrane za koke nesilice:
standardna metoda i metoda 1, metoda 2, metoda 3, metode 1, 2 i 3 uz saponifikaciju te metoda
4 1 modificirana metoda 4. Veci sadrzaj luteina odreden je u usitnjenim uzorcima, $to ukazuje
da je homogeniji uzorak bolji za odredivanje sadrZaja luteina. Za ekstrakciju luteina pokazala
se boljom direktna ultrazvu¢na ekstrakcija (UZVS) u trajanju od 3 minute u odnosu na
indirektnu ultrazvuénu ekstrakciju. Uz primjenu UZVS od ispitanih ekstrakcijskih smjesa
najboljom se pokazala metanol:aceton u omjeru 1:1 uz saponifikaciju 40 % metanolnom
otopinom KOH, a najbolji omjer suhe tvari i ekstrakcijske smjese bio je 1:40 uz vrijeme

ekstrakcije od 1 sata.

Najboljom metodom pokazala se metoda 4 u kojoj je ekstrakcijska smjesa iz standardne
metode (heksan:aceton:etanol:toulen u omjeru 10:7:6:7) zamijenjena ,,zelenijom* smjesom
metanol: aceton u omjeru 1:1. U modificiranoj metodi 4 je upotrebljen etilacetat kao krajnje
otapalo, dok je u metodi 4 upotrebljen heksan. lako je etilacetat ekoloski prihvatljivije otapalo,
modificiranom metodom 4 odreden je u prosjeku 50 % manji sadrzaj luteina u odnosu na
metodu 4, Sto ukazuje da je najbolje krajnje otapalo heksan. Obje prethodno navedene metode
upotrijebile su se za odredivanje sadrzaja luteina u osam razli€itih uzoraka hrane za koke
nesilice. Najve¢i sadrzaj luteina odreden je u hrani obogoc¢enoj luteinom, omega-3 masnim
kiselinama, selenom 1 vitaminom E (H_Q) 1 u hrani obogacenoj luteinom (H_L), 75,314 mg/kg
hrane odnosno 41,732 mg/kg hrane. Dok je najnizi sadrzaj luteina odreden u hrani koja nije
pomijeSana sa Zitaricama (PN-Do), 8,482 mg/kg hrane. Najniza RSD vrijednost dobivena je

primjenom metode 4 na uzorcima P-6 Q hrane (1,008 %).
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