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1IZVLECEK

Pigmenti v deviskem olj¢nem olju izvirajo izklju¢no iz oljk ali pa nastanejo med ekstrakcijo in shranjevanjem
olja. Na podlagi sestave pigmentov lahko sklepamo na morebitne potvorbe olja in razlikujemo med olji razli¢nih
sort. Karotenoide v olj¢nih oljih lahko dolocamo s spektroskopskimi in kromatografskimi metodami. Karotenoidi so
ucinkoviti antioksidanti, ki pa lahko v doloc¢enih razmerah delujejo tudi kot prooksidanti. So ucinkoviti dusilci
singletnega kisika, delujejo kot svetlobni filter in odstranjujejo proste radikale. Nekateri karotenoidi so provitamini A,
morda pa imajo tudi preventivni u¢inek pri kardiovaskularnih in rakastih obolenjih.

Klju¢ne besede: olj¢no olje, karotenoidi, antioksidanti

CAROTENOIDI NELL'OLIO D’OLIVA
SINTESI

I pigmenti nell’olio vergine d’oliva originano esclusivamente dalle olive o vengono a formarsi durante
I’estrazione e la conservazione dell’olio. In base alla composizione dei pigmenti si puo risalire ad eventuali
contraffazioni dell’olio e distinguere fra olii di diversi cultivar. | carotenoidi nell’olio d’oliva vengono determinati
con metodi spettroscopici e cromatografici. | carotenoidi sono efficaci antiossidanti, che in condizioni particolari
fungono anche da proossidanti. Sono efficaci soffocatori di ossigeno singoletto, fungono da filtro luminoso ed
eliminano i radicali liberi. Alcuni carotenoidi sono provitamine A e si suppone abbiamo anche un’azione preventiva
su malattie cardivascolari e tumorali.

Parole chiave: olio d’oliva, carotenoidi, antiossidanti
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Karotenoidi so intenzivno obarvane v lipidih topne
spojine. Doslej je bilo izoliranih Ze prek 600 razli¢nih
karotenoidov (Afzal et al, 2004; El-Agamey et al.,
2004). Naravne karotenoide so nasli v fotosintetskih in
nefotosintetskih organizmih: v rastlinah, algah, glivah,
bakterijah in zivalih (Su et al., 2002). V ¢loveku so jih
doslej nasli le nekaj (priblizno 19). To so predvsem ka-
rotenoidi, ki jih zauZijemo s hrano, in njihovi metaboliti
(ogljikovodiki: likopen, a-karoten in B-karoten ter ksan-
tofili: lutein, astaksantin, kantaksantin, zeaksantin, krip-
toksantin) (Su et al, 2002; El-Agamey et al., 2004).
Zivalska tkiva ne morejo sintetizirati klorofilov in ka-
rotenoidov, lahko pa jih Zivalske celice modificirajo in
asimilirajo (Giuffrida et al., 2007).

Karotenoide delimo na karotene, ki so ogljikovodiki,
in ksantofile, ki imajo na enem ali obeh koncih mole-
kule hidroksilno in/ali karbonilno skupino. Polienska
struktura in druge strukturne lastnosti definirajo lastnosti
spojin (npr. redoks potencial) pa tudi lokacijo in ori-
entacijo karotenoidov v lipidnem dvosloju v bioloskih
okoljih. Karotenoidi v dvosloju lahko spremenijo fluid-
nost in prepustnost membrane (El-Agamey et al., 2004;
Scotter & Castle, 2004).

Eden najpomembnejsih karotenoidov v prehrani je B-
karoten. Dokazano je bilo, da sodeluje pri imunskem
delovanju in varuje celice pred mutacijami in nenor-
malno rastjo (Afzal, 2004). V naravi se p-karoten lahko
pojavlja kot zmes razli¢nih izomerov (trans, 7-cis, 9-cis,
11-cis, 13-cis, 15-cis, di-cis). Cis-izomeri B-karotena
imajo precej nizjo aktivnost provitamina A kot trans-
izomer, ne vemo pa Se, kako izomerizacija vpliva na
antioksidacijsko sposobnost in sposobnost za dusenje
singletnega kisika. S staliS¢a prehrane je torej pomemb-
no dolociti koli¢ino trans-izomera B-karotena (Luterotti
et al., 2002).

Lutein je derivat a-karotena z dvema razlicnima
iononskima obro¢ema: B- in g-obro¢ (Subagio & Morita,
2003).

Bioloski pomen karotenoidov

V telesu se nekateri karotenoidi — provitamini A
lahko pretvorijo v vitamin A. Najbolj aktiven provitamin
A je B-karoten. Priblizno polovico vitamina A zauzZijemo
s hrano Zivalskega izvora, drugo polovico pa s sadjem in
zelenjavo pretezno v obliki provitamina A, zlasti B-
karotena (Insel et al., 2004).

Splosno znano je, da je vitamin A pomemben za
zdrav vid, povpre¢nemu cloveku pa so manj znane
njegove druge funkcije: ima pomemben vpliv na rast,
imunski sistem, medceli¢no komunikacijo in celi¢no
diferenciacijo, ohranja zdrave kosti, koZo in membrane
sluznic (Su et al., 2002; Insel et al., 2004).

Stevilne $tudije o vplivu karotenoidov na potek raz-

licnih bolezni dajejo nasprotujoce si rezultate (Su et al.,
2002; Giuffrida et al., 2007). Tako e vedno ni jasno, ali
in v katerih okolis¢inah karotenoidi $¢itijo pred kardio-
vaskularnimi boleznimi in nekaterimi vrstami raka.
Porocajo celo, da lahko uZivanje B-karotena pri kadilcih
poveca tveganje za plju¢nega raka (Su et al., 2002; El-
Agamey et al., 2004).

Karotenoidi so lahko mo¢ni antioksidanti ali prook-
sidanti. Njihov antioksidacijski potencial in vivo je Se
precej$nja neznanka.

METODE DOLOCEVANJA
Spektroskopske metode

Spektroskopske metode so hitre, preproste in poceni
metode za dolocevanje pigmentov v olj¢cnem olju.
Spekter ekstrakta karotenoidnih pigmentov iz olj¢nega
olja ima obliko prevladujocega karotenoida luteina, z
dvema absorpcijskima maksimumoma med 400 in 500
nm. Za dolocevanje karotenoidov so izbrali valovno
dolZino drugega luteinovega maksimuma (472 nm), saj
pri tej valovni dolZini ni interferenc prevladujocega
klorofilnega pigmenta feofitina a. Koli¢ino karotenoidov
izra¢unamo s pomocjo ekstinkcijskega koeficienta (Min-
guez-Mosquera et al., 1991). Lahko pa absorbanco
merimo pri 449 nm in karotenoide kvantificiramo s
pomocjo umeritvene krivulje, pripravljene z B-karo-
tenom (Caponio et al., 2005; Giuffrida et al., 2007).

Kromatografske metode

Starejse kromatografske metode temeljijo na kolonski
ali tankoplastni kromatografiji. Te metode imajo vec
pomanijkljivosti. Potrebujemo veliko vzorca, metode so
dolgotrajne, locljivost je slaba, karotenoide pa je tezko
kvantitativno odstraniti s kromatografske plosce. Pig-
mente je treba pred kromatografijo ekstrahirati iz olja.
Karotenoide lahko identificiramo na podlagi adsorp-
cijskih lastnosti pri tankoplastni kromatografiji pred
umiljenjem in po njem, absorpcijskih spektrov v vidnem
obmocju, absorpcijskh trakov v IR, obstoj funkcionalnih
skupin pa potrdimo s fizikalno-kemijskimi metodami.
Kvantifikacijo opravimo spektroskopsko (Minguez-Mos-
quera et al., 1990).

Uvedba HPLC-metod je prinesla Stevilne prednosti.
Metode so preproste, hitre, poceni (to je sicer odvisno
od detekcije), oblutljivost, specifi¢nost in preciznost so
dobre (Su et al., 2002). Uporaba HPLC-metod omogoca
istoc¢asno dolocitev klorofilov in karotenoidov, metode
so uporabne za vse tipe rastlinskih olj (Gandul-Rojas et
al., 2000). Nekatere HPLC-metode omogocajo isto¢asno
doloc¢anje pigmentov in tokoferolov (Psomiadou & Tsi-
mudou, 1998).

V uporabi so nekatere HPLC-metode z normalno
fazo (Psomiadou & Tsimudou, 1998). Uporaba reverzne
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faze pa prinasa dolocene prednosti, kot je boljsa sta-
bilnost kolone, ponovljivost retencijskih ¢asov in hitrejse
uravnotezenje sistema (Gimeno et al., 2000). Vec¢inoma
se uporabljajo C18-kolone (Roca et al., 2003; Luaces et
al., 2005). Uporaba bolj hidrofobne C30-stacionarne
faze namesto obi¢ajne C18-faze omogoca boljse loce-
vanje hidrofobnih spojin, kot so karotenoidi in klorofili,
saj omogoca tudi lo¢evanje izomerov (Su et al., 2002;
Giuffrida et al., 2007).

Detektor UV-VIS za mnoge rutinske namene zago-
tavlja dovolj dobro obcutljivost. Z uporabo detektorja z
nizom diod (DAD) lahko istocasno spremljamo tudi
spektroskopske podatke, ki so nam v pomoc¢ pri dolo-
Cevanju Cistosti pika, vcasih pa tudi pri identifikaciji
neznanih spojin. Detekcija s spektrometrijo s termi¢nimi
lecami je zelo obcutljiva laserska fototermi¢na detek-
cijska metoda, ki doseze mejo detekcije reda velikosti
100 pg/mL (Su et al., 2002) in omogoca tudi locevanje
trans- in cis-B-karotenov (Luterotti et al., 2002).

Pred analizo karotenoidov in tokoferolov pogosto
opravimo umiljenje vzorca, da odstranimo triacilgli-
cerole in klorofile. Po umiljenju naj bi imele HPLC-
metode boljSo specifi¢nost kot kolorimetri¢ne in flu-
orimetri¢ne metode (Gimeno et al., 2000).

Zaradi dolge verige konjugiranih dvojnih vezi so
karotenoidi zelo reaktivni — nestabilni. Da bi se izognili
nezazelenim reakcijam karotenoidov, analize oprav-
ljamo v temi ali pri zeleni svetlobi (Minguez-Mosquera
et al., 1990; Gandul-Rojas et al, 2000), s temno
steklovino (Gimeno et al.,, 2000), za zascito karote-
noidov dodamo antioksidante (Gimeno et al., 2000).
Ceprav bi bilo zaradi reaktivnosti karotenoidov bolje
delati pri nizji temperaturi (Su et al., 2002), pa vcasih
kromatografijo opravimo pri povisani temperaturi: 30 °C
(Luaces et al., 2005) ali celo 45 °C (Gimeno et al., 2000).

KAROTENOIDI V OLJKAH

Devisko olj¢no olje vsebuje le pigmente, ki obstajajo
v oljkah, in njihove derivate, ki nastanejo med
predelavo oljk in kasneje med skladis¢enjem olja. Zato
je za sestavo pigmentov v olju odlocilna sestava
pigmentov v oljkah.

Karotenoidi so v vseh fotosintetskih tkivih povezani s
klorofilnimi pigmenti (Psomiadou & Tsimidou, 20071).
Kloroplaste s klorofilnimi in karotenoidnimi pigmenti
najdemo pretezno v epikarpu, v manjsi koli¢ini pa tudi v
mezokarpu (Roca & Minguez-Mosquera, 2001). V oljkah
ne najdemo tistih derivatov pigmentov, ki so povezani s
kislim medijem med pridobivanjem olja (feoforbidi, feo-
fitini, 5,8-furanoid karotenoida mutatoksantin in luteo-
ksantin) (Gandul-Rojas et al., 1999).

Vpliv zrelosti plodov

Sestava pigmentov v oljkah se med dozorevanjem
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precej spreminja, zato na pigmente v olj¢nem olju
mocno vpliva stopnja zrelosti plodov, iz katerih je bilo
olje pridobljeno.

Koli¢ina klorofilnih pigmentov se med dozorevanjem
zmanijsuje, nekoliko pocasneje pa se razgrajujejo tudi
karotenoidi. Kasneje se za¢nejo tvoriti fenolni pigmenti
antocianini, ki plodove postopno temno obarvajo (Guti-
érrez et al., 1999; Gandul-Rojas et al., 2000). Tudi zreli
plodovi, ki jim barvo dajejo antocianini, se vedno vse-
bujejo karotenoide in klorofile. Hitrost razpadanja karo-
tenoidov ni konstantna (Roca & Minguez-Mosquera,
2001).

Vpliv sorte

Med posameznimi sortami obstajajo statisti¢no zna-
¢ilne razlike v vsebnosti posameznih pigmentov (Roca &
Minguez-Mosquera, 2001). Nekatere sorte imajo veliko
pigmentov (Hojiblanca, Picual), druge pa malo (Arbe-
quina, Blanqueta, Cornicabra) (Gandul-Rojas et al.,
2000; Roca & Minguez-Mosquera, 2001).

V oljkah se kljub visoki vsebnosti mas¢ob v plodovih
ksantofili ne zaestrijo, kar kaze na to, da se kloroplasti
med dozorevanjem plodov ne pretvarjajo v kromoplaste.
Izjema so oljke sorte Arbequina, saj so v njih v nasprotju
z drugimi sortami nasli fitofluen, zaestrene ksantofile ter
a-karoten in &karoten (Gandul-Rojas et al., 1999).

Spanska sorta oljk Arbequina je izjemna glede ses-
tave in dinamike pigmentov. V zgodnji fazi dozorevanja
v njej poteka sinteza estrov ksantofilov, ki jih v drugih
$panskih sortah niso identificirali. Da gre res za sintezo
karotenoidov, potrjuje tudi obstoj prekurzorjev karote-
noidov, kot sta fitofluen in &karoten (Gandul-Rojas et
al., 1999). Tudi Roca in Minguez-Mosquera (2001) sta
identificirala estra violaksantina in neoksantina v oljkah
Arbequina, v stirih drugih 3panskih sortah pa ne.

Spremembe sestave pigmentov v oljkah med
skladis¢enjem

V regijah, ki so velike pridelovalke oljk, so kapacitete
oljarn premajhne, da bi lahko sproti predelali vse oljke,
zato obrani plodovi v¢asih v velikih kupih ¢akajo na
predelavo ve¢ tednov. Pod vplivom delovanja lipoksi-
genaz se razgradijo predvsem klorofilni pigmenti, v
manjsi meri pa tudi karotenoidi. Omenjeni procesi prvi
teden potekajo hitro, kasneje pa se upocasnijo (Min-
guez-Mosquera et al., 1990).

Posamezni karotenoidi

V 3panskih sortah oljk v karotenoidni frakciji pig-
mentov prevladuje lutein, ki vedno sestavlja vec¢ kot
50% vseh karotenoidov. Med dozorevanjem se koncen-
tracija luteina zmanjsuje, njegov delez pa se povecuje
(Roca in Minguez-Mosquera, 2001).
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Drugi najpomembnejsi karotenoid je B-karoten, ki je
edini izmed olj¢nih karotenoidov provitamin A. Med
dozorevanjem sta se zmanjsevala tako njegova koncen-
tracija kot delez v karotenoidni frakciji pigmentov (Roca
& Minguez-Mosquera, 2001).

Skupna koli¢ina vseh minornih ksantofilov je v
mocno obarvanih sortah oljk enaka ali celo vec¢ja kot
koli¢ina B-karotena (Roca & Minguez-Mosquera, 2001).
Doslej so v Spanskih sortah oljk identificirali anterak-
satin, neoksantin, violaksantin, B-kriptoksantin in lutein
epoksid. V Arbequini so nasli tudi a-karoten in &-ka-
roten, fitofluen ter estre ksantofilov anteraksantina, neo-
ksantina in violaksantina (Gandul-Rojas et al., 1999;
Roca in Minguez-Mosquera, 2001).

KAROTENOIDI V OLJU

Barva olja izvira izklju¢no iz barvil, ki izhajajo iz
oljk. Olje je rumeno zelene barve, pri cemer je zeleni
odtenek odvisen od sorte in zrelosti plodov (Gandul-
Rojas et al., 2000). Spekter olja UV-VIS ima Sirok pas v
obmodju 375-525 nm (maksimumi pri 410, 450 in 470
nm). Pri 670 nm ima olje Se en oZzji maksimum (Min-
guez-Mosquera et al., 1991).

Deviska olj¢na olja vsebujejo le pigmente, ki so
obstajali Ze v plodovih, in njihove derivate, ki nastanejo
med predelavo oljk v olje (Gallardo-Guerrero et al.,
2005; Giuffrida et al., 2007). Obstoj drugih karote-
noidov ali drugacne vsebnosti derivatov klorofilov, kot
izhajajo iz ekstrakcijskega procesa, kazejo bodisi na
potvorbo olj¢nega olja bodisi na neustrezen ekstrakcijski
proces (Gandul-Rojas et al., 2000; Roca et al., 2003).

Koli¢ina vseh karotenoidov v olj¢nem olju je od ni¢
do nekaj mg/kg (Psomiadou & Tsimidou, 2001) ali celo
do 100 mg/kg (Cichelli & Pertesana, 2004). Ker plod
vsebuje 20-30% mascobe, pigmenti pa so topni v njej,
bi pricakovali, da bodo koncentracije pigmentov v olju
3- do 5-krat visje kot v oljkah, vendar ni tako, saj med
ekstrakcijo olja izgubimo ~80 % klorofilnih pigmentov
in ~40 % karotenoidov. Izguba pigmentov je povezana s
kooksidacijo z lipoksigenazno oksidacijo nenasi¢enih
mascobnih kislin. Produkti oksidacije so brezbarvni
(Minguez-Mosquera et al., 1990).

Grska olja so v primerjavi s $panskimi in italijanskimi
bolj zelene barve, kar se kaZe tudi v razmerju med
skupnimi klorofilnimi pigmenti in skupnimi karotenoidi
(Minguez-Mosquera et al., 1991), ki je v grskih oljih 2
do 11 (Psomiadou & Tsimidou, 2001), v sicilskih (Giuf-
frida et al., 2007) in $panskih (Gandul-Rojas et al., 2000;
Roca et al., 2003) olj¢nih oljih pa je priblizno ena.

V karotenoidni frakciji pigmentov v olj¢nem olju
prevladujeta B-karoten in lutein, nasli pa so tudi manjse
kolicine drugih karotenov in ksantofilov (Psomiadou &
Tsimidou, 2001). Koli¢ina luteina v $panskih olj¢nih
oljih je priblizno dvakrat vec¢ja kot skupna koli¢ina mi-
nornih karotenoidov (Gandul-Rojas et al., 2000; Roca et

al., 2003). Koli¢ina luteina in B-karotena v grskih oljih je
manjsa kot v 3panskih. To lahko pojasnimo s sortnimi
razlikami, delno pa tudi s povsem druga¢nim analitskim
postopkom (Psomiadou & Tsimidou, 2001).

Med ekstrakcijo olja se sprostijo endogene kisline, ki
katalizirajo izomerizacijo ksantofilov s 5,6-epoksidnimi
skupinami v ksantofile s 5,8-epoksidnimi (furanoidnimi)
skupinami. Violaksantin se izomerizira v luteoksantin in
auroksantin, anteraksantin v mutatoksantin, neoksantin
pa v neokrom (Minguez-Mosquera & Gandul-Rojas,
1994; Psomiadou & Tsimidou, 2001; Roca et al., 2003;
Gallardo-Guerrero et al., 2005; Giuffrida et al., 2007).

Pri ekstrakciji olja nastanejo tudi cis-izomeri (cis-p-
karoten, cis-lutein, cis-violaksantin), ki nimajo enake
vitaminske aktivnosti kot trans-izomeri. To dejstvo je
pomembno za dolocditev vnosa teh mikrohranil s hrano
(Luterotti et al., 2002; Giuffrida et al., 2007).

V oljih $panske sorte Arbequina in v sicilskih oljih so
identificirali tudi estre ksantofilov (ester luteina, pB-
kriptoksantin in njegov ester, ester neoksantina) (Roca et
al., 2003; Giuffrida et al., 2007).

Vpliv sorte

Razli¢na sestava pigmentov v oljkah razli¢nih sort se
seveda zrcali tudi v sestavi pigmentov v olj¢nem olju.
Na podlagi podatkov o vsebnosti pigmentov lahko raz-
likujemo med sortami oljk (Cichelli & Pertesana, 2004).
Med posameznimi sortami lahko lo¢ujemo na podlagi
podatkov o skupni vsebnosti pigmentov ter koli¢inah
luteina, violaksantina, luteoksantina in auroksantina
(Gandul-Rojas et al., 2000; Roca et al., 2003). Med
$panskimi sortami oljk se po mnogih parametrih, pred-
vsem po obstoju ksantofilnih estrov, razlikuje Arbequina
(Gandul-Rojas et al,, 2000; Gallardo-Guerrero et al.,
2005).

Vpliv zrelosti

Zmanjsevanje koli¢ine pigmentov v oljkah med
dozorevanjem se seveda kaZe tudi v sestavi pigmentov v
olju (Gutiérrez et al., 1999; Gandul-Rojas et al., 2000).
Pri nekaterih sortah (Leccino) se koli¢ina pigmentov med
dozorevanjem oljk bistveno ne spreminja, medtem ko se
pri vecini sort zmanjsuje. Karotenoidi se razgrajujejo
pocasneje kot klorofilni pigmenti (Minguez-Mosquera et
al., 1991; Gandul-Rojas et al., 2000).

Vpliv tehnologije

Olja, pridelana v laboratorijskih oljarnah, lahko vse-
bujejo ve¢ pigmentov kot olja iz industrijskih obratov
(Salvador et al., 2001). Vsebnost pigmentov je vecja v
oljih, pridelanih v kontinuirnih oljarnah, kot v oljih iz
klasi¢nih oljarn s stiskalnicami (Cichelli & Pertesana,
2004; Giuffrida et al., 2007). V oljih, pridelanih v
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dvofaznem in v trofaznem sistemu, je koli¢ina B-ka-
rotena enaka, imajo pa olja iz dvofaznega sistema vec
biofenolov in so zato prehransko bogatejsa (Gimeno et
al., 2002).

Nenehno stremljenje k izboljsanju kakovosti olj¢-
nega olja spodbuja iskanje novih tehnologij. Ena no-
vejsih tehnologij je segrevanje oljk po obiranju (Garcfa
et al., 2001; Luaces et al, 2005). Olje iz termi¢no
obdelanih oljk je manj grenko, segrevanje pa lahko
vpliva tudi na koli¢ino pigmentov v olju. Koli¢ina karo-
tenoidov in klorofilnih pigmentov se pri 24-urnem se-
grevanju na 40 °C priblizno podvoji in z nadaljnjim
dvigovanjem temperature $e narasc¢a. Pri daljsih casih
segrevanja se koli¢ina pigmentov v olju zmanjsa; po 72
urah je Ze manjsa kot v olju iz oljk, ki niso bile termi¢no
obdelane (Garcfa et al., 2001). Nasprotno pa kratko-
trajno segrevanje oljk v vodni kopeli pred stiskanjem ne
vpliva na vsebnost pigmentov (Luaces et al., 2005).

Na vsebnost pigmentov vpliva tudi temperatura med
ekstrakcijskim postopkom. Pri visji temperaturi prede-
lave je aktivnost lipoksigenez manjsa, zato je vsebnost
pigmentov v olju vecdja (Luaces et al., 2005).

Spremembe pigmentov med shranjevanjem olja

Ve avtorjev poroca, da se koli¢ina karotenoidov v
olju, hranjenem v temi, ne spreminja (Gutiérrez &
Ferndndez, 2002; Psomiadou & Tsimidou, 2002a; Ca-
ponio et al., 2005; Gallardo-Guerrero et al., 2005). V
nekaterih primerih pa lahko pride do izomerizacije
minornih ksantofilov neoksantina, violaksantina in ante-
raksantina. Ceprav poteka izomerizacija ksantofilov v
kislem mediju, niso opazili korelacije med vsebnostjo
izomeriziranih ksantofilov ter prostimi kislinami v olju
(Gallardo-Guerrero et al., 2005). Delno pa se karo-
tenoidi razgradijo tudi v temi, Ce je v steklenici zrak.
Tudi Pagliarini et al. (2000) so porocali, da se je
absorbanca pri 475 in 448 nm, povezana s karotenoidi,
v oljih, hranjenih v zaprtih steklenicah v temi pri 20 °C,
zmanjsevala v skladu s kinetiko psevdo-prvega reda.
Spremenila se je tudi barva olja.

Gutiérrez et al. (2002) porocajo, da je v oljih,
hranjenih pri 30 ‘C na svetlobi, koli¢ina karotenoidov
padala. Tudi Caponio et al. (2005) poroc¢ajo o rahlem
zmanjsanju koli¢ine karotenoidov na svetlobi Ze pri
temperaturi 15-25 °C. Psomiadou in Tsimidou (1998) po
treh mesecih na 22 °C nista zaznali spremembe kolic¢ine
B-karotena, kar sta pripisali zas¢itnemu delovanju a-
tokoferola.

Razgradnja pigmentov je med poskusom pospese-
nega staranja olja pri 60 °C vidna tudi s prostim oc¢esom.
Sprva so spremembe komaj zaznavne — barva olja po-
stane malo manj Ziva. Te spremembe povezujejo z
razgradnjo karotenoidov. Malo pred koncem indukcijske
periode pa se olje nenadoma precej razbarva, ta pojav
pa se Casovno ujema s spremembo — povecanjem hi-

trosti razpadanja klorofilnih pigmentov (Hrncirik &
Fritsche, 2005).

ANTIOKSIDACIJSKE LASTNOSTI

Moc¢ni antioksidanti lahko delujejo tudi kot prooksi-
danti, ker pri njihovi avtooksidaciji lahko nastanejo
reaktivne spojine. Pomembno je, da ocenimo njihovo
delovanje v bioloskih sistemih. Prooksidacijski ucinek
lahko sprozi pojav klorofila ali tezkih kovin. Splosno
pravilo je, da spojine pri nizkih koncentracijah delujejo
kot prooksidanti, pri koncentracijah nad neko kriti¢no
vrednostjo pa kot antioksidanti. Znani pa so tudi obratni
primeri (Moure et al., 2001).

Karotenoidi lahko delujejo kot antioksidanti (Fako-
urelis et al., 1987) ali prooksidanti. Na delovanje vpli-
vajo eksperimentalne razmere in prisotnost tokoferolov.
Delovanje karotenoidov v procesih oksidacije je zelo
kompleksno, saj se tudi sami lahko oksidirajo (Pso-
miadou & Tsimidou, 2002a). Razli¢ne oksidacije, v ka-
tere so vecinoma vpleteni singletni kisik ](Oz), hidro-
peroksidi in peroksiradikali, so glavni vzrok za razpad
karotenoidov v hrani. Pri termi¢ni razgradnji karoteno-
idov nastanejo hlapni aromatski ogljikovodiki in prek 70
nehlapnih snovi (Scotter & Castle, 2004). Spojine, ki
nastanejo pri termi¢ni razgradnji B-karotena in likopena,
ne vplivajo na fotooksidacijo olja — na svetlobi ne de-
lujejo niti kot antioksidanti niti kot prooksidanti. Oc¢itno
njihove molekule nimajo dovolj konjugiranih dvojnih
vezi za dudenje singletnega kisika (Steenson & Min,
2000). Polienska struktura omogoca antioksidacijsko de-
lovanje, pa tudi degradacijo spojin pod vplivom
svetlobe in/ali toplote (Steenson & Min, 2000).

V literaturi poro¢ajo o razli¢nih mehanizmih, s
katerimi karotenoidi 3Citijo olj¢no olje pred oksidacijo.
Karotenoidi so zelo ucinkoviti dusilci singletnega kisika.
V dolocenih okolis¢inah morda lahko tudi odstranjujejo
proste radikale, lahko pa delujejo zgolj enostavno kot
svetlobni filter. Podrobneje so posamezni mehanizmi
pojasnjeni v nadaljevanju.

Dusenje singletnega kisika

Klorofili, ki se pojavljajo v olj¢nem olju, so fotosen-
zitivne snovi in se pod vplivom svetlobe lahko vzbudijo
v tripletno stanje. S prenosom energije elektrona z
vzbujenega tripletnega stanja klorofila na kisik iz os-
novnega tripletnega stanja kisika nastane vzbujeni
singletni kisik. Tako se lahko sproZzijo poskodbe DNK in
peroksidacija lipidov (Edge et al., 1997). Singletni kisik
je 1000- do 1500-krat bolj reaktiven kot tripletni kisik, ki
je vpleten v avtooksidacijske procese, zato v oljih na
svetlobi fotooksidacija poteka hitreje kot avtooksidacija.
V tak$nih razmerah olje $Citijo predvsem antioksidanti,
ki delujejo kot dusilci singletnega kisika (tokoferoli in
karotenoidi), vloga antioksidantov, ki odstranjujejo pro-
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ste radikale (biofenoli), pa je manj pomembna (Caponio
et al., 2005).

S prenosom energije elektrona s singletnega kisika na
molekulo karotenoida nastane tripletno stanje karoteno-
ida, ki odda prejeto energijo v obliki toplote in se hitro
vrne nazaj v osnovno stanje. Molekule z vecjim Stevilom
konjugiranih dvojnih vezi imajo niZje energije vzbujenih
stanj (Sy, Sy, Ty) in bolj u¢inkovito dusijo singletni kisik
(Edge et al., 1997; Steenson & Min, 2000; Psomiadou &
Tsimidou, 2002a).

Vsebnost B-karotena in luteina se med fotooksidacijo
skoraj ne spremeni, kar potrjuje hipotezo, da antiok-
sidacijsko delovanje karotenoidov temelji na fizikalnem
procesu — hipotezo o dusenju singletnega kisika (Pso-
miadou & Tsimidou, 2002b).

Izmed naravnih karotenoidov singletni kisik najucin-
koviteje dusi likopen (Woodall et al., 1997). To pa Se ne
pomeni, da je likopen tudi boljsi antioksidant kot B-
karoten, saj se likopen laZe oksidira in se tako hitreje
porabi (Edge et al., 1997). Dusilec singletnega kisika je
tudi B-kriptoksantin (Su et al., 2002).

Na ucinkovitost dusenja vpliva tudi topilo. Dusenje
je manj ucinkovito v bolj viskoznih topilih in v topilih, v
katerih pride do agregacije; bolj polarni karotenoidi v
nepolarnih topilih agregirajo (Edge et al., 1997). Do
agregacije lahko pride, ko je dosezena kriticna lokalna
koncentracija. O kemiji agregatov ne vemo dosti, na
podlagi spektralnih sprememb pa lahko sklepamo, da
agregacija vpliva na sistem konjugiranih dvojnih vezi.
Agregacija ne poteka pri vseh karotenoidih enako lahko,
struktura karotenoida pa vpliva tudi na tip nastalega
agregata (El-Agamey et al., 2004).

Glavni mehanizem dusenja je prenos energije elek-
trona. MoZno pa je tudi kemijsko dusenje singletnega
kisika, pri katerem pa se karotenoid unici. Seveda je
zato bolje, da fizikalno dusenje poteka v vecji meri kot
kemijsko (Edge et al., 1997).

Ceprav so karotenoidi zelo dobri dusilci singletnega
kisika in vitro, pa v bioloskih sistemih ni nujno tako.

Radikalski mehanizem

Radikalski mehanizem antioksidacijskega delovanja
karotenoidov $e ni dovolj raziskan (Steenson & Min,
2000; Hrncirik & Fritsche, 2005). Zdi se, da imajo
karotenoidi pri avtooksidaciji nevtralno (Aparicio et al.,
1999) ali pa celo negativno vlogo zaradi oksidiranih
produktov, ki lahko reagirajo z lipidnim substratom in
tako pospesujejo oksidacijo (Steenson & Min, 2000;
Subagio & Morita, 2001).

Karotenoidi lahko odstranjujejo proste radikale na
enega ali ve¢ izmed nastetih nacinov (El-Agamey et al.,
2004): s prenosom elektrona, z odcepitvijo alilnega vo-
dika ali z adicijo. Pri prenosu elektrona z molekule
karotenoida na peroksilni radikal nastane iz karotenoida
kation-radikal (Edge et al., 1997; El-Agamey et al., 2004).

Z odcepitvijo alilnega vodika nastane iz karotenoida
nevtralen radikal, peroksilni radikal pa se pretvori v
hidroperoksid (EI-Agamey et al., 2004). Lahko pa potece
tudi adicija karotenoida in peroksilnega radikala (Miller
et al., 1996; Edge et al., 1997; El-Agamey et al., 2004).
Poudariti pa moramo, da se pri nobenem mehanizmu
"lihi” elektron, znacilen za proste radikale, ne izgubi
(Edge et al., 1997).

Na sposobnost za odstranjevaje radikalov vpliva
obstoj funkcionalnih skupin na kon¢nih obrocih. Obstoj
karbonilne skupine na obroc¢u precej zmanjsa ucinko-
vitost za odstranjevaje radikalov ABTS™ (2,2’-azino-
bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska  kislina).  Karbonilna
skupina privlaci elektrone in zmanjsa gostoto neparnega
elektrona v skeletu z 11 dvojnimi vezmi. Nasprotno pa
obstoj hidroksilne skupine na vsakem obrocu v B-krip-
toksantinu skoraj nima vpliva na sposobnost za odstra-
njevanje radikalov ABTS™. Cim ve¢ji je kromofor in &im
boljse je prekrivanje orbital v njem, tem ucinkoviteje
karotenoid odstranjuje radikale ABTS™ (Miller et al.,
1996).

Na antioksidacijske lastnosti karotenoidov pa ne
vpliva le sposobnost za odstranjevanje prostih radikalov,
temvec tudi reaktivnost nastalih karotenoidnih radikalov
(Miller et al.,, 1996; El-Agamey et al., 2004). Karote-
noidni kation-radikali in adukt-radikali so moc¢no
resonancno stabilizirani in naj bi bili dokaj nereaktivni.
Vstopajo lahko v bimolekularne reakcije, pri katerih
nastanejo neradikalski produkti. Lahko pa reagirajo z
radikali, ki "napadajo", in tako koncajo radikalske re-
akcije (Miller et al., 1996). Potencialno koristni oziroma
skodljivi produkti, ki nastanejo iz karotenoidov, so Ste-
vilni cis-izomeri, produkti oksidacije, predvsem epoksi-
di, in spojine, nastale z razcepom molekule, predvsem
apo-karotenali in apo-karotenoli (El-Agamey et al.,
2004).

Na hitrost in mehanizem odstranjevanja prostih
radikalov vpliva tudi medij oziroma topilo. Karotenoidi
so hidrofobne molekule in jih torej najdemo predvsem v
lipofilnih obmog¢jih. Ce karotenoidna molekula lezi v
notranjosti membrane, je prvi tip reakcije (prenos elek-
trona) verjetno termodinamsko neugoden zaradi nepo-
larnega okolja, ki ne podpira locitve naboja. Tak primer
sta B-karoten in likopen v ¢loveskih tkivih. Bolj verjetna
pa je taka reakcija pri polarnih karotenoidih, npr. pri
karotenoidnih diolih, kot je zeaksantin (EI-Agamey et al.,
2004).

Na antioksidacijsko aktivnost karotenoidov nedvom-
no vpliva koncentracija kisika (Edge et al., 1997). Pri
visoki koncentraciji kisika se karotenoidni radikali,
nastali v reakciji s peroksil radikali, lahko avtooksidirajo
ali pa nadaljujejo verizno peroksidacijo lipidov. Pri nizki
koncentraciji kisika pa je propagacija oksidacije manj
verjetna. Ker je koncentracija kisika v razli¢nih tkivih
razli¢na (v pljucih je parcialni tlak kisika ~150 mm Hg,
v drugih tkivih pa vsaj 10x manjsi), delovanje karote-
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noidov v razli¢nih tkivih ni nujno enako. (El-Agamey et
al., 2004)

Lipoksigenaze razbarvajo pigmente, vendar je nji-
hovo delovanje posredno — pigmente razbarvajo radika-
li, ki nastanejo pri lipoksigenazni oksidaciji lipidov.
Ceprav v oljkah obstajajo lipoksigenaze, pa druge snovi
v plodovih §¢itijo pigmente pred oksidacijo. Te snovi
bodisi mo¢no zmanjsajo aktivnost lipoksigenaz bodisi
hitro porabijo hidroperokside, ki nastanejo pri delovanju
lipoksigenaz (Jarén-Galdan et al., 1999).

Filtracija svetlobe

Tretja hipoteza o mehanizmu antioksidacijskega de-
lovanja karotenoidov pravi, da B-karoten v olju deluje
kot svetlobni filter in tako $citi olje pred oksidacijo
(Fakourelis et al., 1987).

Karotenoidi so tudi prooksidanti

V doloc¢enih razmerah lahko karotenoidi delujejo
tudi kot prooksidanti (Psomiadou & Tsimidou, 2002b),
kar so pokazali tudi poskusi s celi¢nimi kulturami. Te
lastnosti so morda povezane z agregacijo karotenoidov.
Poleg tega bi morali preuciti tudi interakcije karote-
noidov z radikali karotenoidov, ki pri visjih koncen-
tracijah niso zanemarljive (El-Agamey et al., 2004).

B-karoten deluje kot prooksidant pri visokih koncen-
tracijah karotenoida in v 100 % kisiku. B-karoten reagira
s peroksil radikali, pri ¢emer nastane karotenil radikal.
Ta lahko v odsotnosti kisika reagira z novim peroksil-
radikalom in tako konc¢a verizno reakcijo. V prisotnosti
kisika pa se lahko verizna reakcija nadaljuje z nastan-
kom B-karoten peroksilnega radikala. Tudi B-karoten se
lahko avtooksidira, avtooksidacija je intenzivnejsa pri
visjem parcialnem tlaku kisika (Edge et al., 1997).

Tako B-karoten kot lutein lahko v temi in na svetlobi
delujeta kot prooksidanta. Obstoj tokoferolov lahko
zmanjsa prooksidacijski ucinek karotenoidov. Karoteno-
idi so na svetlobi in pri povisani temperaturi neobstojni,
njihovi razgradni produkti pa lahko pospesujejo oksi-
dacijo lipidov. Zaestrenje hidroksilne skupine pa lahko
stabilizira karotenoid pri povisani temperaturi. Zaestren
karotenoid zato ni tako mocan prooksidant kot prosta
oblika karotenoida (Subagio & Morita, 2003).

Sinergija z drugimi antioksidanti in prooksidanti

Porocajo o sinergijskem delovanju B-karotena in a-
tokoferola (Edge et al.,, 1997; Psomiadou & Tsimidou,
2002b). Ucinek sinergije verjetno lahko pojasnimo s
tem, da a-tokoferol $c¢iti B-karoten pred avtooksidacijo
(Psomiadou & Tsimidou, 2002b), mozna pa je tudi
obratna razlaga (Edge et al., 1997; Schroeder et al.,
2006). Sinergijski ucinek tokoferolov in B-karotena ozi-
roma likopena upada z naras¢ajo¢o koncentracijo karo-
tenoida, pri koncentraciji karotenoida 1000 ppm pa je
uc¢inek celo antagonisticen (Schroeder et al., 2006).
Karotenoidni kation radikali se lahko regenerirajo tudi z
vitaminom C (El-Agamey et al., 2004), karoteni pa lahko
regenerirajo izrabljene fenolne antioksidante (Schroeder
et al., 2006). Karotenoidi in klorofilni pigmenti vplivajo
na obstojnost olja, saj lahko delujejo kot prooksidanti,
zlasti ob morebitni prisotnosti kovin, s katerimi delujejo
sinergisticno (Cichelli & Pertesana, 2004).

V bioloskih tkivih karotenoidi niso v homogenem
stanju, ampak imamo opravka z interakcijami razli¢nih
karotenoidov v membranah. Tako lahko predvidevamo
sinergisticno delovanje p-karotena, ki ga najdemo
znotraj membrane, in zeaksantina, ki z delom molekule
sega izven membrane (El-Agamey et al., 2004).

Delovanje karotenoidov in vivo

Vloga karotenoidov v oksidacijskih reakcijah je pred-
met mnogih raziskav, zavedati pa se moramo, da so
rezultati vsake raziskave odsev eksperimentalnih razmer
in jih torej ne moremo brez ustreznega premisleka po-
splositi na drugacne razmere, Se manj pa na delovanje v
bioloskih sistemih.

Mesto nahajanja karotenov v heterogenih sistemih
ima pomemben vpliv na antioksidacijski ucinek. pB-
karoten in likopen v liposomu najdemo v hidrofobni
notranjosti lipidne dvojne plasti. Tu jih lahko napadejo
lipidni peroksilni radikali, manj pa so dostopni vodo-
topnim radikalom. Pomemben faktor za delovanje ka-
rotenoidov bi lahko bil tudi parcialni tlak kisika
(Schroeder et al., 2006).

Studije in vitro so pokazale, da obstaja optimalna
koncentracija karotenoidov, ki zagotavlja maksimalno
antioksidacijsko delovanje v ¢loveskih celicah. Seveda
pa rezultatov $tudij in vitro ne smemo posplositi na
razmere in vivo (El-Agamey et al., 2004).
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SUMMARY

The pigments profile of virgin olive oil is determined by the pigments initially present in the fruits and their
derivatives formed during the extraction process. The presence of other carotenoids or chlorophyll pigments at levels
other than that associated with the extraction process indicate that oil has been adulterated or the extraction process
was incorrect. The yellow pigments in olive oil are carotenoids and the green pigments are chlorophyll pigments.
The amount of carotenoids in oil depends on variety, maturation index, treating of olive fruits before extraction,
extraction process, and oil treating. Carotenes as well as xantophylls were identified in virgin olive oils. Lutein is
usually the predominating compound in the carotenoid fraction of pigments, followed by B-carotene. The rest of
carotenoid fraction are minor xantophylls, such as 5,6-epoxides, 5,8-epoxides or furanoids, and xantophyll esters.
Cis-isomeres are also formed during the extraction process. The vitamin activity of cis-isomeres is lower as the
activity of trans-isomeres. Pigment profile of olive oil is a useful tool for variety classification and authenticity
determination. Carotenoids can act as antioxidants or prooxidants. Their antioxidant/prooxidant activity depends on
concentration, solvent, free radicals structure, presence of other antioxidants, metals and oxygen. The antioxidant
activity of carotenoids has not been satisfactorily explained as yet. There are three possible mechanisms of
carotenoids antioxidant activity. Carotenoids are singlet oxygen quenchers and free radical scavengers and they act
as light filters. Findings about carotenoids activity in vitro should not be translated to activity in biological systems.
Carotenoids are an important part of human diet because of their antioxidant activity and some of them are also
provitamins A. Carotenoids probably prevent some diseases, such as cardiovascular diseases and certain cancers, but
can in certain circumstances increase the risk of disease.

Key words: olive oil, carotenoids, antioxidants
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