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SAZETAK

Lutein je jedan od najzastupljenijih karotenoida u prirodi i prehrani ¢ovjeka. Budu¢i da ga
ne sintetizira C¢ovjek, mora se unositi u organizam putem hrane zbog njegovog
antioksidativnog djelovanja 1 prevencije poremecaja vida. Lutein se u velikim
koncentracijama nalazi u jajima nesilica ¢ija se kvaliteta zbog masovne proizvodnje danas
znatno smanjila. Zbog toga se provode brojna istrazivanja u kojima se povecanjem
koncentracije luteina u krmnim smjesama za hranidbu nesilica nastoji dobiti funkcionalna
namirnica s pozitivnim u¢inkom na zdravlje ¢ovjeka. U radu je odredivana koncentracija
luteina u hrani za nesilice teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti s UV
detekcijom. Uzorci su za analizu pripremljeni pomocu dvije metode. Usporedbom rezultata
dobivenih tim metodama, u odnosu na literaturne podatke bolji rezultati postignuti su

metodom 2.

Kljucne rijeci: lutein, hrana za nesilice, jaja, funkcionalna hrana, HPLC



ABSTRACT

Lutein is one of the most widespread carotenoids in the nature and in the daily nutrition. Due
to the inability of humans to synthetize lutein, it must be ingested via foods. It has
antioxidative activity and is important in the prevention of macular degeneration. Lutein is
found in high concentrations in laying hen eggs, the quality of which has significantly
decreased today due to mass production. Therefore, numerous studies are conducted in
which, by increasing the concentration of lutein in feed mixtures for laying hens, an attempt
is made to obtain a functional food with a positive effect on human health. The concentration
of lutein in laying hens was determined by high-performance liquid chromatography with
UV detection. Samples were prepared for analysis using two methods. By comparing the
results obtained with these methods and with the literature data, better results were achieved

with method 2.

Kljucne rijeci: lutein, laying hens food, eggs, HPLC
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1. UVOD

Lutein je prirodni pigment skupine karotenoida, to¢nije ksantofila, topljivih u mastima.
Za razliku od ostalih karotenoida, ksantofili imaju vrlo ograni¢enu sposobnost stvaranja

vitamina A buduc¢i da imaju jednu ili viSe molekula kisika na ugljikovom lancu [1].

Ksantofil lutein ima dvije vrlo vazne uloge; apsorpcija plavog dijela spektra koji ostecuje
mreznicu oka te antioksidativnu ulogu kojom se stabiliziraju reaktivne kisikove skupine
(ROS). Istrazivanja su pokazala da smanjeni unos luteina u ljudski organizam povecava
vjerojatnost razvijanja poremecaja poput degenerativne promjene zute pjege i o¢ne mrene
[2]. Najucinkovitija prevencija jest povecani unos luteina u organizam. Lutein se moze
unositi u organizam putem dodataka prehrani ili ¢eS¢e ,,funkcionalnom hranom®.
Funkcionalna hrana osim svoje nutritivne vrijednosti nosi i brojne zdravstvene prednosti
kojima se smanjuje rizik od odredenih bolesti ili ima ciljane blagotvorne ucinke na zdravlje

covjeka.

U zavrSnom radu opisan je lutein, njegova prisutnost u krmnim smjesama za nesilice te
obogacivanje tih smjesa luteinom. Nesilice unose lutein hranom te se on akumulira u
zumanjku jajeta $to u konacnici rezultira dobivanjem funkcionalne hrane [3]. U ovom su
radu 1 usporedene dvije metode za ekstrakciju luteina iz hrane za nesilice te je njegova

koli¢ina odredena HPLC — om.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Lutein

Lutein, karotenoid molekulske formule CsHs602, molarne mase mase 568,886 g/mol,
na sobnoj je temperaturi tamna Zuto smeda tekucina netopljiva u vodi. Buduc¢i da je topljiv
u mastima i krvi, lutein se moze prenositi lipoproteinima i1 to onima visoke gusto¢e HDL
(engl. High Density Lipoprotein, HDL). Lutein se odlikuje drugacijom orijentacijom u
stanicnoj membrani u usporedbi s drugim pigmentima iz skupine karotenoida Sto je
posljedica njegove strukture s dvije hidroksilne skupine (Slika 1). Uz hidroksilne skupine

prisutne su i karboksilne skupine koje povecavaju topljivost luteina u zivotinjskim tkivima

[1].
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Slika 1. Prikaz strukture luteina [1].

Lutein je ksantofil. Specificnost luteina u odnosu na druge karotenoide u ljudskom
organizmu jest u njegovoj prisutnosti u o¢nom tkivu (Slika 2). Naime, lutein je u velikoj

koncentraciji prisutan u Zutoj pjegi [2].

Istrazivanja su pokazala da lutein djeluje kao filter za plavo visokoenergijsko zracenje
koje uzrokuje staracke degenerativne promjene Zute pjege (engl. Age-Related Macular
Degeneration, AMD). Zuta pjega se nalazi u centru oka na oénoj pozadini gdje je smjestena
najveca koncentracija fotoreceptora koji su odgovorni za os$trinu vida [2]. Uz zutu pjegu,

glavni dijelovi oka su mreznica i leCa. AMD rezultira zamucenjem vida, ali ne uzrokuje



potpuni gubitak vida. Bolesti su podloznije osobe s genetskim predispozicijama, starije od
60 godina, pusaci te bijela rasa [4]. Istrazivanja su pokazala da su uzorci s visokom
koncentracijom luteina, zeaksantina, karotena, kriptoksantina i likopena u serumu za 66 %
manje podloZni razvijanju ovog poremecaja vida u odnosu na one s niskom koncentracijom
ovih pigmenata [5]. Na temelju toga zakljueno je da unos hrane bogate karotenoidima
pokazuje pozitivan utjecaj na smanjenje rizika od razvijanja staracke degenerativne

promjene Zute pjege.

P Krvna plazma

[ & Zeaksantin

Slika 2. Grada oka (prilagodeno iz [6]).

Osim $to smanjuje rizik od AMD-a, lutein ima antioksidativno djelovanje uklanjajuci

peroksidne radikale smanjujuéi rizik od raka jajnika, sluznice maternice ili dojke kod Zena

[7].

Pozitivan ucinak luteina uocen je pri obavljanju kognitivnih funkcija poput govora, ucenja i

pamdéenja [8].

U prirodi, lutein se moZe pronaci u zelenom povréu poput graska, kelja, brokule, Spinata
te citrusnom vocu. Osim u voc¢u i povréu, lutein se nalazi i u algama. Klorela je jednostani¢na
zelena alga koja moze biti kultivirana u bioreaktoru pa se moze koristiti kao dodatak hrani
zanesilice ¢ime se poboljSavaju njihove karakteristike poput tezine [9]. lako je koncentracija
luteina u zelenom povréu znatno veéa nego u jajetu, apsorpcija luteina u organizam je puno

laksa jer se u jajima nalazi uklopljen u mastima [10].



2.2. Krmne smjese

Krmne smjese za hranidbu nesilica sadrze najveci udio kukuruza (11-30 mg karotenoida
po kilogramu smjese). Buduc¢i da nesilice ne mogu sintetizirati karotenoide od kojih potjece
Zuta boja zumanjka, ona se postize unosom krmne smjese obogacene sintetskim pigmentima.
Zuti karotenoidi (lutein i zeaksantin), koji su odgovorni za Zutu boju Zumanjka, mogu se
pronaci u kukuruzu, lucernu i kadifici. Lutein koji se koristi kao dodatak krmnim smjesama
dobiva se ekstrakcijom istog iz meksicke kadifice (Tagetes erecta, L.). Ekstrakcijom se
dobiva esterificirani lutein koji je stabilan te se zbog toga moze koristiti kao aditiv. Dokazano
je da se s povecanjem sadrzaja luteina u smjesi analogno povecava i njegov sadrzaj u
monocitima i plazmi te da nedostatak luteina ima negativan utjecaj na imunoloski sustav

pili¢a koji se o€ituje u smanjenom timusu, jetri i boji koze [3].

2.3. Funkcionalna hrana

Koko§ja jaja su primjer funkcionalne hrane koja sadrzi brojne nutrijente, pocevsi od
proteina i vitamina pa sve do spojeva koji imaju pozitivan utjecaj na zdravlje ¢ovjeka poput

karotenoida luteina i zeaksantina u zumanjku jajeta [11,12].

Istrazivanja su pokazala da se koncentracija luteina u Zumanjku jajeta moze povecati
obogacivanjem hrane za nesilice luteinom. Leeson i Caston istrazivali su utjecaj dodatka
luteina u hranu za nesilice na koncentraciju luteina u jajima. U eksperimentu, nesilice su
hranjene kukuruznom sojom kojoj je dodano 0, 125, 250, 375, 500, 625, 750 ili 1, 000 ppm
luteina. Nakon 30 dana, jaja su podvrgnuta analizi. Analiza je pokazala da je koncentracija
luteina u jajima porasla (P > 0.01). Najprimjetniji porast koncentracije, zapazen je dodatkom
500 ppm luteina pri cemu se obojenje zumanjka povecalo bez negativnog utjecaja na zdravlje

nesilica [13].

Kralik i suradnici proveli su istrazivanje s nesilicama koje su podijelili u dvije skupine.
Prva skupina nesilica hranjena je krmnom smjesom koja nije bila obogacena ekstraktom
nevena kao izvora pigmenta luteina. Druga, pak skupina konzumirala je smjesu u kojoj je
dodano 3 g/kg ekstrakta nevenovog cvijeta. Tijekom eksperimenta analizirala su se fizikalno
- kemijska svojstva jaja te koncentracija luteina u Zumanjku. Analiza svojstava jaja nakon
provedenog eksperimenta pokazala je razliku u koncentraciji luteina izmedu dvije ispitivane

skupine. Naime, skupina kojoj je dodan ekstrakt nevenovog cvijeta imala je 9,91 puta vecu



koncentraciju luteina u Zumanjku jajeta nego skupina koja nije bila obogacena luteinom.
Rezultati pokazuju da dodatkom 3 g/kg ekstrakta nevenovog cvijeta dolazi do porasta
kolic¢ine luteina u Zumanjku (7.14 + 0.12 mg/100 g). Medutim, istrazivanje je pokazalo da je
dodatkom luteina u krmne smjese doslo do smanjenja kvalitete ljuske jajeta. To se moze
objasniti ¢injenicom da lutein i zeaksantin inhibiraju estrogenu aktivnost mnogih tkiva §to

je vjerojatno i ovdje slucaj [14].

2.4. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid
chromatography, HPLC) je unaprijedena vrsta tekucinske kromatografije u koloni. Umjesto
otapala koje pod utjecajem gravitacije moze kapati ono je pod tlakom do 400 atm §to je ¢ini
puno brzom. Takoder, HPLC omogucava upotrebu vrlo malih Cestica $to omogucava puno
veéu povrsinu za interakcije stacionarne i mobilne faze ¢ime se postize ucinkovitije
razdvajanje komponenata smjese [15,16]. Glavni dijelovi HPLC-a su mobilna faza,

otplinja¢, pumpa, injektor za unoSenje uzorka, kolona i detektor (Slika 3).

—l ‘ 5 uzorak
l | M
PR injektor
eluent

(mobilna faza)

s
= :u—» detektor —

kolona v obrada
podataka
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Slika 3. Shema uredaja za tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti

(prilagodeno iz [17]).

Mobilna faza je tekuca i moZe joj se mijenjati polarnost i pH te sastav u cilju optimiranja
separacije. Ona je kompatibilna s detektorom, otapa uzorak i kemijski je inertna. Stacionarnu
fazu Cine punila vrlo finih zrna, a tip interakcija koje ¢e se odvijati ovisi o kemijskim
svojstvima povrSine punjenja. S obzirom na polarnost, moze biti normalna faza (normal

phase) ili obrnuta faza (reversed phase). Kod normalne faze HPLC — a, kolona je ispunjena

5



Cesticama silicijeva dioksida, a otapalo je nepolarno. Polarne komponente smjese prolaskom
kroz ovu kolonu, zadrzat ¢e se dulje u koloni nego nepolarne komponente. Samim time,
nepolarne komponente smjese brze ¢e proci kroz kolonu. Reverzna faza HPLC — a razlikuje
se po tome $to je silicijev dioksid modificiran na nac¢in da veZe ugljikovodi¢ne lance na svoju
povrsinu te se koristi polarno otapalo. Izmedu polarnih molekula smjese i polarnog otapala
dolazi do snaznog privlacenja dok kod polarnih molekula i stacionarne faze to nije slucaj.
Na taj ¢e nacin polarne molekule veci dio vremena provesti kretajuci se otapalom. Nepolarne
molekule smjese, teze stvaranju interakcija s ugljikovodicima zbog van der Waalsovih sila.
Pri prolasku kroz kolonu, one manji dio vremena provode u otapalu nego u sluc¢aju polarnih

molekula. Dakle, u reverzibilnoj fazi, polarne molekule putuju brze kroz kolonu [15, 16].

Razdvajanje moze biti izokratsko 1 gradijentno. [zokratsko razdvajanje odvija se pomocu
samo jednog otapala (ili konstantne smjese otapala) i pH je isti. Ako jedno otapalo ne
omogucava brzo razdvajanje svih komponenti smjese, tada se koristi gradijentno razdvajanje

promjenjive pH vrijednosti [16].

Retencijsko vrijeme je vrijeme koje je potrebno Cestici spoja da prode kroz kolonu i dode
do detektora. Mjerenje vremena zapocinje od trenutka kada je uzorak injektiran do trenutka
kada detektor pokaze maksimalnu visinu pika. PovrSina tog pika srazmjerna je koli¢ini

analita [15].

HPLC se ¢esto primjenjuje u istraZivanjima zbog svoje osjetljivosti, prilagodljivosti te

mogucénosti primjene u analizi neisparljivih i termicki osjetljivih spojeva.

2.5. Odredivanje karotenoida u suhoj hrani

Prehrana bogata vitaminima i mineralima vazna je za odrzavanje zdravlja ¢ovjeka. Jedna
od najvaznijih komponenti zdrave prehrane jesu karotenoidi koji su najzastupljeniji u vocu
1 povréu. Do sada je u prirodi identificirano 700 pripadnika karotenoida, a otprilike 50 %
njih moZe biti apsorbirano 1 preradeno u ljudskom organizmu. Ipak, istraZivanja su dokazala
prisutnost samo Sest vrsta karotenoida u krvi Covjeka; B- karoten, B- kriptoksantin, o -
karoten, likopen, lutein i zeaksantin. Karotenoidi su pigmenti topljivi u mastima i odgovorni
su za zutu, narancastu i crvenu boju povréa (kukuruz, mrkva, rajc¢ica, itd.), za crvenu boju

ribe (losos) kao 1 rakova (jastog, rak, Skamp) te Zutu boju zumanjka jajeta [18,19].



Vocée 1 povrée bogati su karotenoidima te prema brojnim istrazivanjima pokazuju
potencijal za ekstrakciju karotenoida iz njih. Glavni izvor a- i B- karotenoida je Zuto-
naranCasto voce i povrée, o — kriptoksantin sadrzi narancasto voce, rajCica je bogata

likopenom, a zeleno povrce je glavni izvor luteina [18].

Apsorpcija hidroksi i keto karotenoida zabiljezena je kod riba. Astaksantin i kantaksantin
pripadaju toj skupini karotenoida pa ih ribe kao takve lako apsorbiraju. Crvena boja rakova,
Skampa, jastoga kao 1 crvena boja mesa lososa potjece od ovih karotenoida. Primjerice, losos
ih apsorbira i talozi u miSi¢ima tijekom perioda sazrijevanja, a potom ih putem VHDL- a
(engl. Very High Density Lipoproteins) 1 HDL- a (engl. High Density Lipoproteins) prenosi
jajnicima do potomaka. Time se postize prijenos karotenoida s majke ribe na njezina jajasca
Sto je vazno za njihov daljnji razvitak. Povecanjem koncentracije astaksantina i

kantaksantina u hranidbi rakova rezultiralo je njihovim boljim rastom i prezivljavanjem [19].

Lutein je zuti pigment koji se ¢esto dodaje krmnim smjesama za prehranu peradi ¢ime
se poboljSava intenzitet boje Zumanjka jajeta. Dodaje se smjesama u kombinaciji s crvenim
i narancastim ksantofilima budu¢i da sam moze prouzrociti zelenkastu boju Zumanjka.
Nakupljanje luteina u zumanjku posljedica je hidrolize diestera luteina iz hrane u lutein koji

se potom apsorbira kroz stijenku crijeva u krvotok.



3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Reagensi
- n-heksan, HPLC grade (Carlo Erba, Francuska)
- aceton, pro analysi (Gram-mol, Hrvatska)
- etanol, absolute anhydrous (Carlo Erba, Francuska)
- toluene (Carlo Erba, Francuska)
- kalijev hidroksid (Gram-mol, Hrvatska)
- natrijev sulfat (Gram-mol, Hrvatska)
- 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, 99% (Acros Organics, Njemacka)
- methanol, HPLC grade (J. T. Baker, Poljska)
- etilacetat (Fisher Scientific, UK)

- tetrahydrofuran, HPLC grade (Fisher Scientific, UK)

3.2. Pribor
- Pipeta, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL
- Mikropipeta, 100-1000 pL
- Staklena epruveta, 50 mL
- Staklena ¢asa, 500 mL
- HPLC Vialice, 1,5 mL
- Kapalica
- Odmjerna tikvica 100 mL, 500 mL

3.3. Instrumentacija

- analiti¢ka vaga (KERN, Njemacka)

- Laboratorijska treskalica za epruvete (IKA, Njemacka)

- ultrazvucéna kupelj



- Magnetska mjeSalica s grijacem ( IKA, Njemacka)

- Teku¢inski kromatograf visoke razlu¢ivosti (Shimadzu, Japan)

3.4. Uzorci

Analizirana je hrana za nesilice bez dodataka funkcionalnih sastojaka.

3.5. HPLC analiza

3.5.1. Priprema standardnih otopina luteina

Pripremljeno je pet standardnih otopina luteina koje su kasnije upotrjebljene za kalibraciju.
Standardne otopine su pripremljene razrjedivanjem osnovne otopine koncentracije 1,25

mg/25mL. Otopine su pripremljene prema Tablici 1.

Tablica 1. Priprema standardnih otopina luteina.

Vosnovna otpina (mL) Vukupni (mL) standard (mg/ L)
0,025 5 0,25
0,050 5 0,50
0,125 5 1,25
0,250 5 2,50
0,500 5 5,00

3.5.2. Priprema uzoraka hrane za nesilice za analizu pomo¢u HPLC

Uzorci hrane za nesilice za analizu su pripremljeni prema dvije metode:
Metoda 1

Odvagati 1 g uzorka hrane za nesilice i prenijeti ga u odmjernu tikvicu od 100 mL. U tikvicu
dodati 30 mL ekstrakcijske smjese heksan:aceton:etanol:toluen = 10:7:6:7 1 1 mL 0,2 %
otopine BHT u metanolu. Ovako pripremljenu smjesu lagano mijesati 1 minutu, nakon ¢ega
se doda jo$ 2 mL destilirane vode 1 2 mL 40 % metanolne otopine KOH. Smjesa se zagrijava
20 minuta na 56 °C. Nakon zagrijavanja, smjesu ostaviti u mraku 1 sat kako bi se ohladila.
Kada se smjesa ohladila, dodati 30 mL n-heksana i lagano mijesati 1 minutu, potom dodati
10 % otopinu Na;SO41 snazno promijesati te ostaviti na sobnoj temperaturi 1 sat da se slojevi

odijele. Kada su se slojevi odijelili, uzeti 1 mL heksanskog (gornjeg) sloja i prenijeti u HPLC



vialicu te zagrijavati sadrzaj vialice dok sav heksan ne otpari. U vialicu potom dodati 1 mL

smjese heksan:etilacetat = 65:35 1 dobro promijesati. Uzorak je spreman za analizu [20].

Metoda 2

Odvagati 1 g uzorka hrane za nesilice, prenijeti ga u staklenu epruvetu od 50 mL, dodati 20
mL ekstrakcijske smjese metanol:aceton = 1:1. Smjesu promijesati prvo pomocu
laboratorijske tresilice a zatim ostaviti 10 minuta u ultrazvu¢noj kupelji. Nakon mijesanja,
epruvetu ostaviti u mraku dok se slojevi ne odijele. Kada su se slojevi odijelili, smjesu
metanola:acetona = 1:1 profiltrirati kroz filter 0,45 um. 1 mL filtrate prenijeti u HPLC
vialicu i lagano zagrijavati dok otapala ne ispare. U vialicu potom dodati 1 mL smjese

heksan:etilacetat = 65:35 1 dobro promijesati. Uzorak je spreman za analizu.

Kako bi odredili utjecaj volumena ekstrakcijske smjese na koncentraciju luteina prema

metodi 2 uzorci za analizu su pripremljeni prema Tablici 2.

Tablica 2. Priprema uzoraka za odredivanje utjecaja volumena ekstrakcijske smjese.

uzorak 1 2 3 4
m (uzorka hrane)/ g lg lg lg lg
V (0,2% BHT)/mL 0 1 0 1 0 1 0 1
V(metanol)/mL 2,5 1,5 5 4 10 9 20 19
V(aceton)/mL 2,5 2,5 5 5 10 10 20 20
V (ukupni)/mL 5 5 10 10 20 20 40 40

3.5.3. Uyjeti analize 1 priprema HPLC za analizu

Uvjeti analize:

- Protok: 1 mL/min

- Temperatura pec¢nice: sobna temperatura
- Vrijeme trajanja analize: 10 min

- Valna duljina: 450 nm

- Injektirani volumen: 20 uLL

- Mobilna faza: metanol:tetrahidrofuran = 9:1
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Pri mjerenju je koriStena kolona Shim pack GIST, 4,6x250 nm, S5um, C18 (Shimadzu,
Japan).

Vrijeme zadrzavanja luteina je 4,08 minuta.

Prije pokretanja metode kojom ¢e se mjeriti koncentracija luteina, HPLC sustav je potrebno
pripremiti za mjerenje. Priprema se sastoji u ispiranju cijelog sustava metanolom a potom se

sustav ispire mobilnom fazom sve dok se postigne stabilan tlak i ravna bazna linija.

3.5.4. Kalibracija

Kalibracija se provodi prije mjerenja realnih uzoraka kako bi se smanjila sistemska pogreska,
a provodi se mjerenjem veli¢ina ¢ije vrijednosti su poznate [21, 22]. Standardnim otopinama
koje su pripremljene prema Tablici 1. izmjeri se apsorbancija na valnoj duljini 450 nm i
pomocu programa koji se koristi za upravljanje HPLC-om (Lab Solutions) konstruira se

kalibracijski pravac koriste¢i povrSinu pika luteina svakog standarda.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. Kalibracija

Standardnim otopinama luteina izmjerena je apsorbancija, a dobivene vrijednosti prikazane

su u Tablici 3 1 na Slikama 4 1 5.
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Slika 4. Prikaz kromatograma serije standardnih otopina luteina u programu Lab Solutions

(—0,25 mg/L,—0,5 mg/L,—1,25 mg/L,—2,5 mg/L,—5 mg/L).
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Slika 5. Prikaz kalibracijskog pravca.

Tablica 3. Vrijednosti dobivene mjerenjem apsorbancije standardnih otopina luteina.

standard (mg/L.) | povrSinapika (mV/s) visinapika (mV) mg/L (ppm)
0,25 60771 6422 0,224
0,50 134239 16236 0,505
1,25 332670 39668 1,263
2,50 662252 82071 2,523
5,00 1306486 16869 4,986

Dobiveni koeficijent determinacije iznosi R*= 0,9999 §to prema Chadockovoj ljestvici
(Tablica 4) ukazuje na ¢vrstu vezu regresijskog pravca i izmjerenih vrijednosti pa mozemo

zakljuciti da je odabrana metoda odgovarajuca za analizu koncentracije luteina

Tablica 4. Chadockova ljestvica.

Koeficijent "
L Tumacenje
determinacije
0,00 Odsutnost veze
0,00-0,25 Slaba veza
0,25-0,64 Veza srednje jakosti
0,64-1,00 Cvrsta veza
1 Potpuna veza
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4.2. Odredivanje koncentracije luteina u hrani za nesilice

Uzorci hrane za nesilice pripremljeni su prema ranije opisanim metodama.

U Tablici 5 i na Slikama 6 i 7 prikazani su rezultati analize dobiveni mjerenjem uzoraka
pripremljenih prema metodi 1. Usporedeni su rezultati dobiveni ekstrakcijom uz dodatak

0,2% otopine BHT i bez dodatka 0,2 % BHT. Pripremljena su dva paralelna uzorka.

u
17000
16000
15000 H
14000
13000
12000
11000

100004

8000
7000

4000
3000
2000
1000

Slika 6. Kromatogram Uzorak 1 (—), Uzorak 1+BHT (-—) pripremljeni prema metodi 1.

13000

12000

11000

10000

Slika 7. Kromatogram Uzorak 2 (——), Uzorak 2+BHT (—) pripremljeni prema metodi 1.
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Tablica 5. Rezultati dobiveni analizom uzoraka hrane za nesilice metodom 1.

uzorak me/L
bez dodatka BHT 0,2% BHT
1 0,600 0,767
2 0,494 0,610
srednja vrijednost 0,547 0,689

Iz rezultata je vidljivo da se vecée vrijednosti koncentracije luteina dobivaju u uzorcima s

dodatkom 0,2 % otopine BHT.

Uzorci za odredivanje koncentracije luteina u hrani za nesilice prema metodi 2 pripremljeni

su na ranije opisan nacin. U Tablici 6 1 Slici 8 prikazani su rezultati analize dobiveni od

uzoraka pripremljenih prema metodi 2. Pripremljena su dva paralelna uzorka.

250000
225000
200000

175000 -

- fJ\rJ

T T T T T T T
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35

T T T T T T T T
4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75

T T T T
8.0 85 9.0 95

Slika 8. Usporedba kromatograma dobivenih analizom hrane za nesilice pripremljenih

metodom 2.

Uzorak 1(—), Uzorak 1+BHT (-—), Uzorak 2(—), Uzorak 2+BHT (—)

Tablica 6. Rezultati dobiveni analizom uzoraka hrane za nesilice pripremljenih metodom 2.

uzorak mg/L luteina
bez dodatka BHT 0,2% BHT
1 10,236 9,517
2 10,539 9,548
srednja vrijednost 10,388 9,533

Koncentracija luteina u uzorcima hrane za nesilice nesto je ve¢a u uzorcima bez dodatka

0,2% BHT.
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Usporedba rezultata dobivenih metodom 1 1 metodom 2 prikazana je u Tablici 7. Rezultati
metode su izracunati s obzirom na volumene ekstrakcijskih smjesa obje metode. Rezultati
dobiveni metodom 1 su nesto manji u odnosu na rezultate dobivene metodom 2 s tim da se
rezultati s dodatkom 0,2 % otopine BHT razlikuju za manju vrijednost u odnosu na uzorke

bez dodatka BHT.

Tablica 7. Usporedba rezultata dobivenih ekstrakcijom luteina metodom 1 i metodom 2.

metoda mg/L luteina
bez dodatka BHT 0,2% BHT
1 0,547 0.689
2 0,812 0,744
razlika 0,265 0,055

Stabilnost uzorka provjerena je mjerenjem koncentracije istih uzoraka u razmaku od tri dana.
Koristeni su uzorci pripremljeni prema metodi 2, a izmedu analiza uzorci su ¢uvani u
hladnjaku na temperaturi 4 °C. Rezultati analize prikazani su u Tablici 8 1 na Slikama 9, 10

111.
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Slici 9. Kromatogram uzoraka za provjeru stabilnosti uzoraka luteina pripremljeni prema
metodi 2 (1. dan).
1(—), 1+BHT (—),2(—), 2+BHT (—), 3(—), 3+BHT (—), 4(—), 4+BHT (—)

16



250000

225000

200000

175000

150000

125000

100000

75000

50000

25000

0.0

T
0.5

T
1.0

T T
85 9.0

T
9.5 min

Slika 10. Kromatogram uzoraka za provjeru stabilnosti uzoraka luteina pripremljeni prema
metodi 2 (3. dan).
1(—), 1+BHT (—),2(—), 2+BHT (—), 3(—), 3+BHT (—), 4(—), 4+BHT (—)
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Slika 11. Kromatogrami svih uzoraka koriStenih u ispitivanju stabilnosti uzoraka.

Tablica 8. Ispitivanje stabilnosti uzoraka luteina.

uzorak
1 1+ BHT 2 2+ BHT 3 3+ BHT 4 4+ BHT
1. dan 10,539 9,548 4,338 4,390 1,454 2,498 1,081 1,137
3. dan 10,514 9,643 4,482 4,420 1,547 2,553 1,102 1,130
razlika 0,025 0,095 0,144 0,030 0,093 0,055 0,021 0,007
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Iz dobivenih rezultata je vidljivo da se koncentracija luteina u uzorcima u razmaku od tri

dana nije znacajno promijenila §to znaci da se uzorci mogu pripremiti ranije i analizirati

kasnije.

Uzorci za odredivanje utjecaja volumena ekstrakcijske smjese pripremljeni su na ranije

opisan nacin, a prikazan u Tablici 8. Rezultati koji su izrazeni u 5 mL reakcijske smjese

izraCunati su na osnovu rezultata dobivenih mjerenjem uzoraka pripremljenih u 5 mL

reakcijske smjese (uzorak 1, 1+BHT). Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Rezultati analize uzoraka za odredivanje utjecaja volumena ekstrakcijske smjese.

uzorak
1 1+ BHT 2 2+ BHT 3 3+BHT 4 4+ BHT
V (ekstrakcijske smjese)/mL 5 10 20 40
mg/L luteina 10,526 9,596 4,410 4,405 1,501 2,525 1,092 1,138
V (ekstrakcijske smjese)/mL 5 5 5 5
mg/L luteina 10,526 9,596 5,263 4,798 2,632 2,392 1,316 1,200
razlika 0 0 0,853 0,393 1,131 0,133 0,224 0,067

Vidimo da se vecina rezultata ne razlikuje znacajnije osim kod uzorka 2 1 3 bez dodatka

0,2% BHT. Vjerojatan uzrok tome je homogenost analizirane smjese jer je hrana za nesilice

smjesa vise sastojaka koji se mijesaju u velikim koli¢inama pa je homogenost hrane ¢esto

upitna.

Koli¢ina luteina u 1 kg hrane za nesilice izraunata je na osnovu rezultata HPLC analize, a

rezultati su prikazani u Tablici 10.

Tablica 10. Masa luteina u 1 kg hrane za nesilice.

uzorak mg/L mg (luteina)/kg hrane
metoda 1 bez BHT 0,547 35,019

+ BHT 0,689 44,110
metoda 2 bez BHT 10,388 51,940

+ BHT 9,533 47,665

Usporeduju¢i masu luteina (ksantofila) u analiziranoj hrani za nesilice s literaturnim

podacima u kojima se navodi da komercijalna hrana za tov pilia sadrzi do 50 mg

ksantofila/1 kg smjese [23]. Vidimo da se metodom 2 dobiju vrijednosti bliZe literaturnim
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podacima. Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da uzrok tome moze biti sama metoda

ali vjerojatniji uzrok razlike izmedu rezultata je nehomogenost smjese koja se analizirala.
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5. ZAKLJUCAK

U radu su usporedene dvije metode za ekstrakciju luteina u hrani za nesilice. Nakon postupka
ekstrakcije, koncentracije luteina odredene su pomo¢u HPLC s UV detekcijom. Metoda 2 se
pokazala kao u¢inkovitija za ekstrakciju luteina iz hrane za nesilice, rezultirajuci nesto ve¢im
izmjerenim koncentracijama. Takoder, utvrdeno je da dodatak 0,2% BHT nije imao znacajan
utjecaj na rezultate mjerenja. Rezultati dobiveni usporedbom mjerenja koncentracije luteina
u uzorku na dan pripreme 1 3. dan nisu pokazali znacajnu razliku iz cega se moze zakljuciti

da se ekstrakcija i sama HPLC analiza ne moraju provesti isti dan.

Provedeno istrazivanje je preliminarno, a dobiveni rezultati ukazuju na moguénost

prosirenja daljnjeg istrazivanja.
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