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Praca jest monografia dotyczaca karotenoidéw
i chlorofili, ktore jako zwiazki barwne olejow
roslinnych, poprzez wptyw na proces utlenienia,
determinuja ich trwatos¢. Przedstawiono zawar-
to$¢ barwnikéw w nasionach i oleju, zmiany
ilosciowe i jakosciowe w procesach przet-
worstwa oraz ich funkcje technologiczne.
Omoéwiono oddziatywanie barwnikéw w pro-
cesie fotoutleniania i autooksydacji, wskazujac
na proutleniajaca aktywnos¢ chlorofili oraz na
warunkowana réznymi czynnikami, aktywnosé
pro- lub przeciwutleniajaca karotenoidéw w roz-
nych uktadach modelowych. Pracg konczy
omowienie wptywu barwnikéw chlorofilowych
na proces uwodorniania oraz funkcji zywienio-
wych karotenoidéw.

karotenoidy, chlorofile i ich pochodne, oleje roslinne, utlenianie fotosensybili-

carotenoids, chlorophylls and their derivatives, plant oils, photosensitized oxidation

The paper is a monograph of carotenoids and
chlorophylls, which as plant oils dyes, through
the influence on oxidation, determine their
stability. The content of dyes in seeds and oils,
quantitative and qualitative changes in industrial
processes and their technological functions are
presented. Influence of dyes on photo- and
autoxidation of oils is described in detail,
showing on chlorophylls prooxidation activity
and on conditioned by different factors, pro- and
antioxidation activity of carotenoids in different
models. The discussion of chlorophylls influence
on hydrogenation process and nutritional
function of carotenoids finishes the work.

Wstep

Barwniki karotenoidowe i chlorofilowe zawarte sa we wszystkich olejach

roslinnych, w ilosciach zaleznych od gatunku i dojrzatosci surowcéw oraz od
technologii wydobywania i rafinacji. Zainteresowanie barwnikami olejéow wynika
z ich funkcji zywieniowej oraz technologicznej, w ktorej najwieksze znaczenie ma
aktywnos¢ pro- lub antyoksydacyjna.
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Budowa i charakterystyka barwnikow

Sposrdd wspotczesnie rozpoznanych blisko 600 karotenoidéw wiekszosé
wystepuje w $wiecie roslinnym (Beutner i in. 2001). Karotenoidy (Wilska-Jeszka
1994) sa zwiazkami polienowymi zbudowanymi z jednostek izoprenoidowych.
Wszystkie pochodza od acyklicznego uktadu CyHss zawierajacego diugi centralny
fancuch sprzezonych wiazan podwdjnych, nadajacych im wiasciwosci chromo-
fordw. Poszczegodlne karotenoidy rdznia si¢ stopniem uwodornienia, wystepowa-
niem i struktura form cyklicznych na koncach tancucha oraz ewentualna obec-
noscia funkcyjnych grup tlenowych. Do karotenoidoéw zalicza sie takze te produkty
ich degradacji oksydatywnej, ktére maja zachowany centralny fragment szkieletu
weglowego, np. biksyne, gtéwny sktadnik preparatu barwiacego annato (Wilska-
Jeszka 1994).

Karotenoidy sa rozpuszczalne w ttuszczach i ich rozpuszczalnikach, a tlenowe
pochodne karotenoidéw (ksantofile) rowniez w alkoholach. Do najpowszechniej
wystepujacych w $wiecie roslinnym karotenéw zalicza sie p-karoten (B,B-karoten),
likopen (y,y-karoten), vy-karoten (B,y-karoten) oraz o-karoten (B,e-karoten),
a z ksantofili zeaksantyne i luteing — z grupami —OH oraz kapsantyne i kantaksan-
tyne — z grupami —CO (Wilska-Jeszka 1994).

Chlorofile to druga grupa barwnikdw lipidowych. Ich nazwa pochodzi od
greckiego stowa ,chloros”, co znaczy zo6ttozielony (Internet 1). W roslinach
wystepuja dwie gtéwne formy chlorofili: a (niebieskozielone) i b (zielonozobtte).
Chlorofile naleza do typowych zwiazkdw metaloporfirynowych. Ich czasteczka
sktada si¢ z czterech pierscieni pirolowych z centralnie umieszczonym atomem
Mg?. Wiazania podwojne maja charakter sprzezony, a elektrony sa zdelokali-
zowane wzdtuz pierscienia (Internet 2). Obie formy chlorofilu absorbuja swiatto
najsilniej w czerwonej i fioletowej czgsci widma, a znacznie stabiej w jego czesci
zielonej (Internet 2).

W komdrkach nasiennych zaréwno karotenoidy, jak i chlorofile wystepuja
w tylakoidach stanowiacych lipidowo-biatkowe struktury wewnetrznej btony
chloroplastow (Kaczkowski 1987). Barwniki te uczestnicza w transporcie energii
Swietlnej do centréw reakcyjnych proceséw fotosyntezy. Karotenoidy chronia
jednoczesnie komorki i tkanki roslinne przed uszkodzeniami $wietlnymi, zamie-
niajac nadmiar energii swietlnej w ciepto (Internet 3).

Zawartosé¢ barwnikdéw w olejach

Podczas wydobywania ttuszczu z nasion i/lub owocéw chlorofile i karo-
tenoidy przechodza do oleju w ilosci zaleznej od gatunku surowca olejarskiego
i stopnia jego dojrzatosci oraz od technologii wydobywania. Najwyzsza zawar-
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toscia karotenoidéw, wynoszaca 500-700 ppm, charakteryzuje sie olej palmowy

(May 1994). Surowy olej canola, wedtug Prior i in. (1991), zawiera 126-216 ppm

karotenoidéw, a wedtug Swern (cyt. przez Koseoglu i Lusas 1990) 25-50 ppm

karotenoidéw oraz 5-25 ppm chlorofili. Platek i Wegrowski (2001) w probach
oleju rzepakowego wydobywanego przez krajowy przemyst ttuszczowy stwierdzili
srednio 49 ppm barwnikéw chlorofilowych, wyrazonych jako feofityna a. Inne
oleje surowe, takie jak sojowy, kukurydziany, bawetniany i z nasion dyni, zawie-
raja 16-128 ppm Kkarotenoidow (Toro-Vazquez 1991). Zawartos¢ [-karotenu

w oleju ttoczonym z oliwki zielonej wynosi srednio 5,2 ppm, a z oliwki czarnej

1,0 ppm (Rahmani i Csallany 1991). Olej z oliwki zielonej charakteryzuje sie

ponadto wyzsza zawartoscia barwnikdw chlorofilowych, wsrdd ktérych dominuje

feofityna a (ok. 35 ppm), natomiast ilosci feofityny b oraz chlorofilu a sa kilku-

nastokrotnie nizsze. Olej z owocdw oliwki czarnej zawiera tylko feofityne a

w ilosci ok. 7 ppm (Rahmani i Csallany 1991).

Ro6znice w podawanych zawartosciach barwnikow chlorofilowych w oleju moga
wynikaé¢ m.in. z rdznych technik ich analizy, z ktérych najczesciej stosowane to:

e pomiar absorbancji mierzonej przy A=668 (heksan) lub 666 nm (czterochlorek
wegla) (PN-A-86934:95)

e  pomiar absorbancji (A=625,5; 665,5 i 705,5 nm dla préb w izooktanie z etano-
lem lub A=630, 665 i 710 nm dla heptanu z etanolem) (AOCS Method CC
13d-55) (Daun i Thorsteinson 1989).

Metody spektrofotometryczne wskazane sa tylko przy zawartosci barwnikow
chlorofilowych powyzej 3 mg/kg oleju. Zrédtem bitedu w spektrofotometrycznym
pomiarze chlorofilu moze by¢ kalibrowanie metody tylko dla konkretnego typu
barwnika, najczesciej chlorofilu a (Ward i in. 1994b). Chociaz maksima absorpcji
chlorofilu a i feofityny a wystepuja przy tej samej dtugosci fali, to molowy wsp61-
czynnik absorpcji dla feofityny a wynosi 44500, a dla chlorofilu a przyjmuje
wartos¢ 75000 (Endo i in. 1992).

e techniki HPLC: suma ilosci poszczegblnych barwnikow chlorofilowych
oznaczonych ta technika daje ich taczna zawartos¢ ok. 1,4-krotnie wyzsza od
zawartosci oznaczonej spektrofotometrycznie (Ward i in. 1994b).

Chlorofile ulegaja licznym przemianom, ktére mozna monitorowac rejestrujac
zmiany barwy. Szczegétowe badania produktow przemian chlorofili w nasionach
i oleju rzepakowym sa przedmiotem nielicznych prac (Endo i in. 1992, Ward i in.
1994a, b, c). Chlorofile w $rodowisku kwasnym traca jon Mg®* i przechodza
w oliwkowo-brazowe feofityny, ktére nastepnie przeksztatcaja si¢ w brunatne
feoforbidy. Obecny w roslinach enzym chlorofilaza katalizuje rozpad chlorofili do
fitolu oraz zielono zabarwionych chlorofilidow (Ward i in. 1994c). Produkty
utleniania chlorofili i chlorofilidow sa bezbarwne (Ward i in. 1994c). Canjura i in.
(1991) wykazali, ze formy a chlorofilu i chlorofilidu ulegaja szybszej degradacji
termicznej niz formy b. Pod wptywem wysokiej temperatury, w wyniku oderwania
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od feofityny grupy —COOCH;3;, moga tworzy¢ sie pirofeofityny (Wilska-Jeszka
1994). RoOznice w strukturze chlorofili i ich pochodnych zawartych w oleju
rzepakowym przedstawiono na schemacie 1 i w tabeli 1.

COR2

Schemat 1. Struktura chlorofilu (Endo i in. 1992)

Tabela 1l
Struktura barwnikow chlorofilowych oleju rzepakowego
Structure of chlorophyll dyes of rapeseed oil
Nazwa Skrot X R, R, Rj

Chlorofil a— Chlorophyll a chla Mg CH; CyoHzg CO,CHj;
Feoforbid a — Pheoforbid a pho a H, CH; H CO,CHj,
Metylofeoforbid a — Methylpheoforbid a | mepho a H, CH; CH, -
Feofityna a — Pheophytin a phy a H, CH; CyoHag CO,CH;
Pirofeofityna a — Pyropheophytin a pyra H, CH; CyoH3g H
Chlorofil b — Chlorophyll b chlb Mg CHO CyoH3o CO,CH;4
Feoforbid b — Pheoforbid b pho b H, CHO H CO,CH;,
Feofityna b — Pheophytin b phy b H, CHO CyoHag CO,CH;,
Pirofeofityna b — Pyropheophytin b pyrb H, CHO CxoHs3g H

Endo i in. (1992)

Zawartos$¢ i proporcje poszczeg6lnych barwnikéw chlorofilowych w na-
sionach rzepaku sa zwiazane z ich dojrzatoscia. Nasiona niedojrzate zawieraja
962-1166 ppm chlorofili i feofityn tacznie, natomiast w peini dojrzate tylko
chlorofile w ilosci 1-2 ppm (Ward i in. 1994c). Inne barwniki chlorofilowe
(feoforbid a, metylofeoforbid a i pirofeofityna a) wystepuja sporadycznie i zani-
kaja w miarg dojrzewania. Wraz ze wzrostem stopnia dojrzatosci nasion rosnie
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w nich udziat barwnikéw typu a z 44 do 87%, a stosunek chlorofilu a do b,
wynoszacy w nasionach niedojrzatych ok. 1:1, w dojrzatych ustala sie na poziomie
od 2:1do 4:1 (Ward i in. 1994c, Endo i in. 1992).

Podczas tradycyjnej, wysokotemperaturowej technologii przetwdérstwa nasion
rzepaku chlorofile ulegaja catkowitemu przeksztatceniu w pochodne, ktére w wiek-
szosci przenikaja do oleju, w srucie natomiast pozostaje ich niewiele (tab. 2).

Suzuki i Nishioka (1993) wykazali, ze przemystowe oleje ekstrakcyjne moga
zawiera¢ nawet o 1/3 wiecej barwnikéw chlorofilowych niz ttoczone. Ward i in.
(1994a) stwierdzili natomiast, ze metoda wydobywania oleju nie ma istotnego
wptywu na zawartos¢ w olejach pochodnych typu a.

Tabela 2
Barwniki chlorofilowe nasion rzepaku i produktéw ich przerobu
Chlorophyll dyes of rapeseed and products of their processing

Rodzaj proby Barwniki chlorofilowe (ppm) — Chlorophyll dyes (ppm)
Kind od sample chla chlb phy a phy b phoa | mephoa| pyra ogotem
Nasiona — Seeds | 9,0-23,7 | 2,5-8,3 0,1-1,0 - 0,0-0,1 0,0-0,1 - 11,3-33,2
Sruta — Meal - - 0,724 | 01-05 | 01-04 | 0,0-01 | 04-21 1253

Olej ekstrakcyjny - - | 134-352 | 2,058 | 03-10 | 0420 | 1267 | 20,7507
Extracted oil
Olej odsluzowany

- 6,8-9,0 0,2-3,0 - 0,3-0,5 | 6,1-30,9 | 15,6-43,2
Degummed oil

Endo i in. 1992

Gloéwnymi barwnikami surowego oleju rzepakowego sa pochodne typu a
stanowiace 81-100% ich og6tu, przy czym dominuja feofityna a (9-krotnie wiecej
niz formy b) oraz pirofeofityna a (Ward i in. 1994a). Poziom feofityn w oleju
rzepakowym rosnie po przerobie nasion porazonych grzybami plesniowymi,
zagrzanych oraz przemarznigtych. Ich srednia zawarto$¢ ksztattuje sie zwykle na
poziomie 15-30 ppm (Tautorus i Low 1993).

Usuwanie barwnikow z olejéw

Usuwanie barwnikéw z olejow jest niezbedne z powodu:

— tworzenia nie akceptowalnej barwy,

— obnizania stabilnosci oksydatywnej oraz

— utrudniania uwodornienia.

Barwniki sa usuwane z oleju w procesie bielenia adsorpcyjnego. Jako adsorbenty
stosuje sie gtownie aktywowane kwasami (HCL, H,SO,4) ziemie bielace, zwtaszcza
montmorylonity (Niewiadomski 1993, Mag 1990). Taylor i in. (1989) stwierdzili,
ze efektywnos$¢ usuwania chlorofili i karotenoiddw przez ziemie bielace jest
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funkcja zaréwno chemicznego typu ziemi, jak i warunkow jej aktywaciji, tj. do-
datku kwasu, temperatury i czasu dziatania oraz stopnia wymycia kwasu. W cyto-
wanych badaniach karotenoidy byty najefektywniej adsorbowane przez montmory-
lonity: naturalny (substytuowany Ca) oraz syntetyczny (substytuowany Fe), akty-
wowane w temperaturze 100°C odpowiednio przez 1,5 i 0,42 godz. w 200%
nadmiarze kwasu siarkowego. Barwniki chlorofilowe najefektywniej byty usuwane
przez ziemie bielace oraz montmorylonity syntetyczne o niskiej proporcji Si/Al
oraz substytuowane Ni. Do odbarwiania probowano stosowaé takze zel krze-
mionkowy (Niewiadomski 1993) oraz krzemionkg bezpostaciowa (Toeneboehn
i Welsh 1991).

Kolejnos¢ usuwania pochodnych chlorofilowych przy zastosowaniu ziemi
bielacej jest nastepujaca: phy a > pyr a >> phy b > pyr b, a przy zastosowaniu
wegla aktywnego: pyr b > phy b > phy a > pyr a; a wiec oleje zawierajace wigksze
ilosci pochodnych typu a tatwiej jest odbarwiaé za pomoca ziemi bielacej,
natomiast wegiel aktywny skuteczniej usuwa pochodne typu b (Suzuki i Nishioka
1993). Ptatek i Wegrowski (2001) badajac zawartos¢ barwnikéw chlorofilowych
w rafinowanym standardowo oleju rzepakowym stwierdzili, ze z 49 mg/kg chloro-
fili w oleju surowym po odszlamieniu i odkwaszeniu pozostato 41, a po odbar-
wieniu i odwonieniu odpowiednio 0,13 oraz 0,11 mg/kg. Pelny cykl rafinacyjny
usuwa do 98,8% chlorofili i ich pochodnych (Ptatek i in. 1999). Wedlug Mag
(1990) dobrze odbarwiony w rafinacji alkalicznej olej canola zawiera ponizej
0,05 ppm barwnikéw chlorofilowych. Rafinacja fizyczna moze obnizy¢ ilo§¢
barwnikéw chlorofilowych do poziomu 0,0251-2,12 ppm, rafinacja chemiczna
natomiast do 0,0115-0,0891 ppm (Abraham i deMan 1986). W prawidtowo
odbarwionym oleju dopuszcza sie jedynie sladowe ilosci barwnikéw chlorofilo-
wych, absorbujacych $wiatto przy dtugosci fali 671 nm (pochodne a) i 657 nm
(pochodne b) (Suzuki i Nishioka 1993).

Wegiel aktywny, pomimo ze jest tani i posiada szerokie spektrum mozliwosci
adsorpcyjnych, stosowany jest sporadycznie (Toro-Vazquez 1991). Zastosowanie
tego adsorbenta ograniczone jest do niewielkiego, ponizej 20% dodatku do ziemi
bielacej (Niewiadomski 1993). Toro-Vazquez (1991) wykazal, ze skutecznos¢
adsorpcji karotenoidéw z olejow sojowego, kukurydzianego, bawetnianego i z na-
sion dyni na weglu aktywnym miesci si¢ w zakresie 15-71%.

Alternatywna metoda usuwania barwnikdw chlorofilowych z oleju moze by¢
wykorzystanie chlorofilazy (EC. 3.1.1.4.). Enzym ten, odrywajac tancuch fitolowy,
hydrolizuje chlorofile i feofityny do chlorofilidow i feoforbidéw, ktére usuwa sie¢
woda (Levadoux i in. 1987).

Usuwaniu karotenoidéw z oleju rzepakowego nie poswieca sie wiekszej
uwagi. W procesach rafinanyjnych usuwane sa one wraz z barwnikami chloro-
filowymi, a ponadto w procesie odwaniania ulegaja rozktadowi termicznemu i od-
destylowaniu z para wodna (Niewiadomski 1983).



Barwniki karotenoidowe i chlorofilowe olejow ... 567

Rola barwnikdw w procesach utleniania lipidéw

Rola barwnikéw chlorofilowych

Bezposrednia reakcja czasteczki tlenu podstawowego, zwanego ze wzgledu
na wypadkowy spin elektronéw walencyjnych tripletowym, z nienasyconym
kwasem ttuszczowym wystepujacym w stanie singletowym, jest mato prawdo-
podobna, a ponadto wymaga dostarczenia energii w ilosci 64 kcal/mol (Rawls i van
Santen 1970). Zwiazki zwane fotosensybilizatorami umozliwiaja energetyczna
przemiane tlenu 30, do postaci singletowej, ,toksycznej” dla nienasyconych
lipidow. Proces tworzenia tlenu singletowego, zwany wzbudzeniem, moze prowa-
dzi¢ do powstania dwoch jego form, tlenu A o energii wyzszej o 94 kJ/mol oraz
tlenu X o energii wyzszej o 157 kJ/mol (Bartosz 1995). Ze wzgledu na fakt, ze tlen
> ma bardzo krotki czas péttrwania (130 ns w CCl,), przyjeto nazwa tlen single-
towy okresla¢ tylko jego forme A (Wilkinson i in. 1995). Wedtug Rawls i van
Santen (1970) stata szybkosci reakcji tego tlenu z nienasyconym kwasem
ttuszczowym jest ponad 1450-krotnie wyzsza niz tlenu tripletowego, mozna wigc
sadzi¢, ze utlenianie lipidéw tlenem singletowym jest mechanizmem dominujacym.

W warunkach przechowywania olejow najwazniejszym zrédtem tlenu single-
towego sa reakcje fotochemiczne z udzialem zwiazkéw $wiattoczutych (Bartosz
1995, Rawls i van Santen 1970), do ktérych naleza m.in. barwniki chlorofilowe.
Oznaczajac zwiazek swiattoczuty symbolem Sen (sensybilizator), mechanizm two-
rzenia tlenu singletowego jest nastepujacy (Rawls i van Santen 1970, Lee i in. 1997):

'Sen (singlet) + hv — 'Sen” (singlet wzbudzony) ~~> *Sen” (triplet wzbudzony)
3Sen” + 30, (tlen tripletowy) — 'O (tlen singletowy) + ‘Sen
'0*, + RH — ROOH (reakcja addycji — powstaja wodoronadtlenki)

Chlorofil bedacy gtéwnym sensybilizatorem olejow roslinnych moze inicjo-
waé dwa typy reakcji fotosensybilizowanych. Wedtug | typu 3Chl* (3Sen®) reaguje
bezposrednio z 0, generujac wysoce reaktywny 'O.. Lee i in. (1997) podaja za
Suzuki i in., ze juz nawet $ladowe ilosci barwnikéw chlorofilowych (0,065-1,33
ppm) promuja tworzenie tlenu singletowego. Reakcje Il typu, rzadziej obserwo-
wane, sa spowodowane tym, ze energia swiatta widzialnego prowadzi do wzbudze-
nia elektronéw grupy karbonylowej chlorofilu do stanu =*. Chlorofil w tej postaci
(*Ch*) bierze udziat w utlenianiu tlenem tripletowym wedtug nastepujacego
mechanizmu (Rawls i van Santen 1970):

'Ch +hv — *Ch’
'Ch* + RH — R* + pochodne chlorofilu
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R* + 302 —> ROZ*
RO," + RH — ROOH + R”, itp.

Potwierdzeniem stusznosci tego modelu utleniania jest stwierdzane prak-
tycznie stopniowe odbarwianie chlorofili, a wigc ich rozpad do pochodnych
niskoczasteczkowych. Produkty rozkitadu chlorofili dziataja jednak réwniez jako
prooksydanty (Ramamurthi i Low 1995, cyt. za Endo i in. oraz Usuki i in.).
Tautorus i Low (1994) badali stabilnos¢ nasyconego triacyloglicerolu (trikaprylo-
glicerol) ,,zanieczyszczonego” doswiadczalnie feofityna, a nastgpnie bielonego
roznymi technikami. Stwierdzili, ze nie dajace sie usuna¢ w procesie bielenia
produkty rozktadu feofityny, wystepujace w ilosci ponizej 0,1 ppm ,,akceptowanej”
przez konsumentdéw, sa promotorami utleniania. Autorom pracy nie udato sie¢
jednak wyizolowaé zwiazkéw odpowiedzialnych za to oddziatywanie. Sa to
prawdopodobnie niskoczasteczkowe zwiazki, ktére ,przezywaja” kolejne etapy
procesu rafinacji olejow (Ramamurthi i Low 1995). Wedtug Brown i in. (cyt. za
Ramamurthi i Low 1995) sa to produkty daleko posunigtego rozpadu chlorofilu,
polegajacego na rozerwaniu makrocyklicznego pierscienia, a nastepnie dalszej
degradacji do mniejszych weglowych i/lub azotowych fragmentéw. Wiedza na
temat produktéw tego typu rozpadu jest obecnie niewystarczajaca, cho¢ sadzi sig,
ze moga by¢ one podobne do produktéw rozkiadu chlorofilu a utlenianego
w obecnosci kwasu chromowego (Ramamurthi i Low 1995, cyt. za Brown i in.).
W takich warunkach tworza sie bezbarwne zwiazki, takie jak etylometylo-
maleimid, kwas hematynowy i kwas trans-dihydrohematynowy.

Ramamurthi i Low (1995) badali stabilnos¢ oleju canola w obecnosci trzech
zblizonych struktura do powyzszych zwiazkow (maleimidu, dimetylopirrolu i tri-
metylopirrolu) oraz oceniali zdolnos¢ do ich usuwania podczas odsluzowania,
odkwaszania, bielenia i odwaniania oleju. Wykazali, ze kazdy z tych zwiazkéw
dziata prooksydacyjnie, zardwno oddzielnie jak i w kombinacjach, juz przy steze-
niu 0,05 ppm oraz ze poszczegolne etapy rafinacji maja okreslona skutecznos¢
usuwania poszczego6lnych produktdéw rozktadu chlorofili za wyjatkiem dimetylo-
pirrolu. Wedtug tych autoréw najlepsze efekty daje zastosowanie odkwaszania
alkalicznego z bieleniem (3% ziemi bielacej, 105°C, podcisnienie 20 mm Hg przez
0,5 godz.).

Rola barwnikow karotenoidowych

Wystepowanie w strukturze karotenoidéw sprzezonych wiazan podwaojnych,
w ktorych n-elektrony sa zdelokalizowane na catej dtugosci fancucha polienowego
(Britton 1995, Minguez-Mosquera i Jaren-Galan 1995) warunkuje wedtug Handelman
(cyt. przez Haila 1999) ich funkcje antyoksydacyjne, gdyz:
1) mate zréznicowanie energetyczne stanu wzbudzonego i podstawowego karo-
tenoidéw pozwala na rozpraszanie energii w postaci ciepta,
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2) karotenoidy maja minimalna sktonnos$¢ do wzbudzania innych czasteczek,

3) rezonans elektrondw we wzbudzonych karotenoidach delokalizuje miejsca
wzbudzenia i stabilizuje stan wzbudzony,

4) delokalizacja miejsca wzbudzenia pozwala na zwigkszenie ilosci potencjal-
nych miejsc oddziatywania z tlenem singletowym.

Fizyczne wygaszanie tlenu singletowego i stanéw wzbudzonych sensybilizatorow

Karotenoidy sa uznawane za zwiazki najbardziej skuteczne w hamowaniu
utleniania fotosensybilizowanego. Aby zwiazek mogt fizycznie wygasza¢ tlen
singletowy energia jego stanu tripletowego musi by¢ nizsza niz 94 kJ/mol
(Wilkinson i in. 1995). Wykazano, ze wartos¢ ta np. dla all-trans B-karotenu
wynosi ok. 88 kJ/mol (Beutner i in. 2001), a wiec proces jest termodynamicznie
mozliwy. Podczas fizycznego wygaszania ‘O, i standw wzbudzonych sensybiliza-
toréw struktura karotenoidéw (Kar) nie ulega degradacji, a proces ten prowadzi
gtéwnie do rozproszenia energii w postaci ciepta (Foote i Denny 1968):

Sen” + 'Kar — 'S + *Kar”

'0," + Kar — %0, + *Kar”

*Kar” — 'Kar + cieplo

State szybkosci wygaszania (kq) tlenu singletowego, bgdace kinetycznymi
determinantami pojemnosci antyoksydacyjnej, sa dla karotenoidéw bardzo wysokie
i dochodza do wartosci 10 M™s™ (Beutner i in. 2001), podczas gdy stata ta dla

a-tokoferolu wynosi 2,7 x 10" (Jung, Min 1991), a dla flawonoidéw i fenoli ok.
10°~10° M*s™ (Beutner i in. 2001).

Chemiczne wygaszanie tlenu singletowego

Ten typ oddziatywania karotenoidéw z tlenem singletowym prowadzi do ich
degradacji. Jak wykazali Gagarina i in. (cyt. za Goldman i in. 1983) jeden mol
[-karotenu moze reagowac az z 8 molami tlenu, ulegajac przy tym catkowitemu
odbarwieniu. Beutner i in. (2001) wykazali, ze reakcjom odbarwiania (rozpadu)
z jednoczesnym ochronnym dziataniem na lipidy ulegaja karotenoidy, takie jak
likopen i B-karoten. Do grupy tzw. ,wspaniatych” przeciwutleniaczy autorzy ci
zaliczyli m.in. asta-, zea- i kantaksantyng, a wigc karotenoidy z funkcyjnymi
grupami tlenowymi, ktére dodatkowo delokalizuja elektrony .

Produktami degradacji karotenoiddéw sa rdznorodne zwiazki, zalezne gtéwnie
od typu barwnika oraz od stopnia jego rozpadu. Fotodegradacja (Pesek, Warthesen
1988) oraz degradacja termiczna (Henry i in. 1998) trans-p-karotenu prowadza do
tworzenia gtownie cis pochodnych, przy czym ich zawartos¢ zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem temperatury oraz czasu naswietlania. Pochodne cis p-karotenu sa mato
stabilne energetycznie i ulegaja konwersji do form trans lub dalszej degradacji
(Pesek, Warthesen 1988, cyt. za Zechmeister). W$rdd produktow degradacji trans-
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B-karotenu wymienia si¢ m.in.: karotenale, karotenony, epoksydy, endonadtlenki
oraz diole (Henry i in. 2000; Marty, Berset 1988).

Interakcje z wolnymi rodnikami

Mechanizm reakcji karotenoidow z wolnymi rodnikami zalezy od ich poten-
cjatow redox, czasu poéttrwania i stezen (Bartosz 1995, Edge i in. 1997) oraz od
natury rodnika utleniajacego (Mortensen i in. 1997). Stata szybkosci zmiatania
przez B-karoten rodnika ROO* wynosi ponizej 10° (Mortensen i Skibsted 1998),
a rodnika tokoferylowego 10 M™s® (B6hm i in. 1997). Reakcje zmiatania
rodnikdw moga mie¢ nastepujacy przebieg (Edge i in.1997, Beutner i in. 2001):

1) oddanie elektronu:

Utleniajace rodniki z wysokim potencjatem redox, np. sulfonylowy (RSO"),

dwutlenku azotu (NO,") lub kation rodnika tokoferylowego (TO™) moga

odbieraé elektron z czasteczki karotenoidu dajac rodnik kationowy Kar**:

R" + Kar«+ R + Kar”™

2) reakcje addycji:
Reakcje addycji tworza rodnikowe addukty karotenoidowe, ktore w wyniku
dalszych przemian moga tworzy¢ formy nierodnikowe, np:
ROO" + Kar — ROO-Kar"
ROO-Kar*+ ROO* — ROO-Kar-ROO

3) oddanie wodoru:
W wyniku oddania wodoru powstaja neutralne rodniki karotenoidowe, KAR",
R*+ Kar(H) — RH + Kar®
Energia dysocjacji wiazania labilnego wodoru w -karotenie wynosi 309 kJ/
mol (Luo i Holmes 1994), natomiast energia dysocjacji wiazania ROOH jest
wyzsza i wynosi ok. 370-380 kJ/mol, a wigc transfer wodoru z 3-karotenu do
ROO" jest termodynamicznie bardziej prawdopodobny (Mortensen i Skibsted
1998).
Britton (1995) wskazuje réwniez na mozliwos¢:
4) przytaczania elektronu do czasteczki karotenoidu, co daje rodnik anionowy
Kar + e — Kar",
Delokalizacja niesparowanego elektronu stabilizuje rodniki karotenoidowe
i pozwala na ich kolejne reakcje, np. addycji, mogace zachodzi¢ w wielu miejscach
czasteczki karotenoidu. Wykazano (Liebler, Mc Clure 1996, Mortensen, Skibsted
1998), ze reakcje pomigdzy B-karotenem, a rodnikami lipidowymi, takimi jak: R",
RO, ROO" polegaja na oddaniu wodoru i/lub tworzeniu adduktéw. Produkty reakcji
addycji rodnikéw lipidowych z karotenoidami moga natomiast alternatywnie
(Haila 1999, cyt. za Liebler):
1) rozpada¢ si¢ do epoksydow:
ROO-Kar® — Kar-epoxide + RO",
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2) reagowa¢ dalej do formy bis-adduktu, np. ROO-Kar-ROO (rozklad tego
adduktu moze dawaé produkty karbonylowe i dwa RO®, jak réwniez
nierodnikowe zwiazki polarne),

3) reagowaé bezposrednio z 20,

ROO-Kar" + *0, — ROO-Kar-00"

Produkty reakcji addycji moga wigc promowa¢ tworzenie nowych rodnikow
i inicjowa¢ nowe sciezki reakcji wolnorodnikowych. W warunkach wysokiego
cisnienia parcjalnego tlenu rodnik karotenoidowy Kar® moze reagowaé bezpo-
srednio z tlenem tripletowym, wytwarzajac karotenoidowy rodnik nadtlenkowy:
Kar* + %0, - KAR-OO*. Reakcja ta ma charakter autooksydacyjny, a powstaty
produkt moze promowac utlenianie nienasyconego lipidu (RH) (Britton 1995):
Kar-OO" + RH — Kar-OOH + R".

Gtownymi produktami oksydacji B-karotenu tworzonymi w reakcjach wolno-
rodnikowych sa produkty karbonylowe (np. B-apo-13-karoten, 3-apo-15-karotenal
oraz [B-apo-l4-karotenal (Handelman i in. 1991)), epoksydy oraz produkty
polimeryczne (Tsuchihasi i in. 1995 oraz Haila 1999, cyt. za Kigoshi i Niki).
Handelman i in. (1991) wykazali ponadto, ze charakter produktéw rozkiadu
B-karotenu jest mato zalezny od warunk6w utleniania, gdyz produkty rozkiadu,
tworzone zaréwno podczas autooksydacji w toluenie w obecnosci tlenu, w tempe-
raturze 60°C jak i podczas oksydacji inicjowanej przez AIBN, w temperaturze
37°C w powietrzu, sa identyczne.

Czynniki warunkujace oddzialywanie pro- lub przeciwutleniajace karotenoidoéw
W wielu badaniach prowadzonych zaréwno w uktadach in vivo jak i in vitro

stwierdzano zar6éwno pro-, jak i antyoksydacyjne oddziatywanie karotenoiddw.

Wydaje sig, ze kierunek ich oddziatywania zalezny jest od:

1. Stezeniatlenu:
Burton i Ingold (1984) wykazali, ze przy cisnieniu tlenu powyzej 150 torr
(ok. 200 hPa) B-karoten jest prooksydantem dla linolenianu metylu. Wedtug
Goldman i in. (1983) wzrost stezenia tlenu z 1 do 20,9% ponad 5-krotnie
skraca czas pottrwania B-karotenu w warunkach braku naswietlania. Jeszcze
szybszy rozpad karotenoiddéw obserwuje sie w warunkach ich ekspozycji na
ozon, przy czym degradacja likopenu jest 7-krotnie szybsza niz all-trans
B-karotenu (Henry i in. 2000).

2.  Stezenia karotenoidow:
Wraz ze wzrostem stezenia od 1 do 5 x 10° M p-karoten i kantaksantyna
(Jung, Min 1991) oraz rosnace dawki B-karotenu w zakresie 5-20 ppm (Lee,
Min 1988), wykazuja coraz wyzsza skutecznos¢ hamowania utleniania foto-
sensybilizowanego. p-karoten staje si¢ natomiast prooksydantem dla linole-
nianu metylu przy stezeniu powyzej 5 x 10 M (Burton, Ingold 1984) lub po
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przekroczeniu stezenia 0,1% (Haila 1999, cyt. za Kigoshi i Niki). Jeszcze
nizsze wartosci stezen P-karotenu (0,45-20 ppm) promujacych tworzenie
heksanalu i 2-heptanalu stwierdzili Heinonen i in. (1997). Wedtug Haila i in.
(1996) réwniez likopen i luteina w dawkach 5-40 ppm sa prooksydantami.
Te same ilosci annato maja natomiast korzystne oddziatywanie, co autorzy
pracy ttumacza wystepowaniem w tym barwniku niezidentyfikowanych
zwiazkéw eluujacych sie w czasie rozdziatu chromatograficznego razem
z tokoferolami.

Naswietlania:

Wigkszos¢ badan (Warner i Frankel 1987, Heinonen i in. 1997, Haila i in.
1996, Suzuki i in., cyt. za Haila 1999) wskazuje na prooksydacyjne oddzia-
tywanie karotenoidow przy braku $wiatta. Jednakze prace Suzuki i in. (cyt. za
Haila 1999) oraz Haila i in. (1996) wskazuja na antyoksydacyjne oddziaty-
wanie B-karotenu w wymienionych warunkach. Roznice wynikaja m.in. ze
stosowanych matryc lipidowych i ich ,czystosci”’, np. niewielkie ilosci
chlorofili lub tokoferoli moga zmieni¢ kierunek oddziatywania karotenoidéw
(tab. 3).

Barwy karotenoidu:
Syntetyczne karotenoidy zabarwione na kolor purpurowy, karmazynowy
(magenta) oraz niebieski sa najlepszymi wygaszaczami tlenu singletowego
(Beutner i in. 2001).

Struktury chemicznej:

Wyzsza skuteczno$¢ wygaszania tlenu singletowego jest zwiazana gtéwnie z:

a) obecnoscia grup funkcyjnych (Edge i in. 1997, Nielsen i in. 1996),
a zwtaszcza karbonylowych (Beutner i in. 2001),

b) iloscia wiazan sprzezonych, przy czym maksimum ochrony wykazuja
barwniki majace ich 9 lub wigcej (Lee i Min 1990, Edge i in. 1997,
Nielsen i in. 1996, Hirayama i in. 1994),

c) struktura acykliczna tancuchdw (Hirayama i in. 1994).

Synergizmu z tokoferolami:

Na synergistyczne oddziatywanie tokoferoli i karotenoidéw w przeciwdzia-
taniu utleniania wskazuja m.in. prace Haila i in. (1996), Heinonen i in. (1997)
oraz Nogali-Katuckiej i in. (2000). Wedtug Mortensen i Skibsted (1997) zdolne
do redukcji kationu Kar** sa tylko a-, B- oraz y-tokoferole, natomiast rodnik
5-TO" moze by¢ redukowany przez likopen i B-karoten. Bohm i in. (1997)
stwierdzili natomiast, ze zdolne do regeneracji tokoferoli sa m.in. luteina,
kantaksantyna, [-karoten, septapreno-p-karoten, likopen, 7,7’-dihydro-p-
karoten i zeaksantyna. Haila i in. (1996) oraz Heinonen i in. (1997) wykazali,
ze ochronny wptyw na karotenoidy wywieraja a- i y-tokoferole juz w dawce

powyzej 1,5 ppm.
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7. Modelu matrycy lipidowej:
Szereg dowodéw wskazuje na ochronne dziatanie karotenoidéw na lipidy
mikro- i liposomowe, takie jak mikrosomy watroby szczura, mitochondria
watroby szczura, mikrosomy skory szczura oraz liposomy zoltka jaja (Haila
1999, cyt. za Palozza i Krinsky oraz Vile i Winterbourn, Stahl i in. 1998).
W przeciwienstwie do tych wynikéw, ostatnie prace Liebler i in. (1997)
wskazuja, ze [B-karoten jest stosunkowo nieefektywnym antyoksydantem
w membranach biologicznych.
W tabeli 3 przedstawiono niektore z wynikow badan nad oddziatywaniem
karotenoidéw na utlenianie lipidéw w roznych uktadach modelowych.

Funkcje barwnikow chlorofilowych w procesie uwodorniania

Chlorofile i ich pochodne zatruwaja katalizator niklowy stosowany w procesie
uwodorniania oleju, co zakid6ca jego przebieg. Abraham i deMan (1986) stwier-
dzili, ze wzrost stezenia chlorofili w poddanym uwodornieniu oleju canola hamuje
ubytek kwasu linolowego oraz zmienia zawartos¢ fazy statej. W oleju uwodor-
nionym w warunkach nieselektywnych do liczby jodowej okoto 80 i 70 jednostek,
zawartos¢ fazy statej obnizata si¢ wraz ze wzrostem zawartosci chlorofili,
natomiast w oleju uwodornionym do liczby jodowej okoto 90 jednostek, zwigk-
szata sie. Chlorofile, zwtaszcza w warunkach nieselektywnego uwodorniania,
obnizaja ilos¢ tworzonych izomeréw trans. Zjawisko to ttumaczy si¢ adhezja
barwnikéw chlorofilowych na powierzchni katalizatora i blokowaniem jego
centréw aktywnych, czego skutkiem jest ograniczona mozliwo$é tworzenia konfi-
guracji przestrzennych typu trans (Abraham i deMan 1986). Wyzszy poziom
barwnikéw chlorofilowych i ich pochodnych w oleju wiaze sie zatem z koniecz-
noscia zwiekszenia stezenia kontaktu i wydtuzenia czasu reakcji.

Funkcje zywieniowe barwnikow

Zywieniowe funkcje barwnikow, zwtaszcza karotenoidowych, znajduja sie od
kilku lat w centrum uwagi. Karotenoidy uznawane sa za witaminy antyoksydacyjne
(Block, Langseth 1994). Zwiekszone podawanie karotenoidéw w diecie obniza
zawarto$¢ nadtlenkéw lipidéw w osoczu krwi (Robak, Zachwieja 1998, za Vise
i in), chroniac tym samym przed chorobami wywotywanymi reaktywnymi formami
tlenu. Karotenoidy obnizaja ryzyko zawatu serca, udaru mézgu, choroby niedo-
krwiennej serca, zaé¢my, starczego zwyrodnienia plamki ocznej, choroby
Alzheimera, choréb nowotworowych i innych degeneracyjnych choréb wieku
starczego (Robak, Zachwieja 1998, cyt. za Street i in., Ziemlanskim i in., Gillman
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Tabela 3

Rodzaj matrycy lipidowej
Kind of lipid matrix

Rodzaj i dawka karotenoidu
Kind and dose of carotenoid

Warunki eksperymentu
Conditions of experiment

Zrodto
Referee

Efekt proutleniajacy — Prooxidation effect

Olej sojowy
Soybean oil

Linolenian metylu
Methyl linoleate

Kwas linolowy
Linoleic acid

10% emulsja triacylogliceroli
sojowych w wodzie

10% emulsion of soybean

oil triacylglicerols

Triacyloglicerole oleju
rzepakowego ,,00”
Triacylglicerols of canola oil

Olej sojowy
Soybean oil

Olej sojowy
Soybean oil

B-karoten
(1-20 ppm)

B-karoten
(1-5000 ppm)

(B-karoten)

B-karoten
(0,45-20 ppm)

luteina 5-40 ppm, likopen 20 ppm,
B-karoten 20 ppm

produkty termicznej degradacji
B-karotenu i likopenu (50 ppm)
products of thermal degradation
of S-carotene and licopene

produkty termicznej degradacji
B-karotenu (50 ppm)
products of thermal degradation
of p-carotene

60°C, brak swiatta
dark

30°C, brak swiatta
dark

40°C, UV 315-380 nm

25°C, brak $wiatta
dark

40°C, brak swiatta i naswietlanie
dark and light

10000 lux, 25°C; y-tokoferol < 1 ppm

60°C, naswietlanie
light
1650 lumenéw

60°C, naswietlanie
light
1650 lumenéw

Warner i Frankel
1987

*Suzuki i in. 1989

*Faria i Mukai 1983

Heinonen i in. 1997

Haila i in. 1996

Steenson i Min 2000

Steenson i Min 2000
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Efekt przeciwutleniajacy — Antioxidation effect

Olej sojowy
Soybean oil

Triacyloglicerole oleju oliwkowego
Triacylglicerols of olive oil

Linolenian metylu
Methyl linoleate

Triacyloglicerole oleju sojowego
Triacylglicerols of soybean oil

Olej rzepakowy rafinowany
Refined rapeseed oil

Olej rzepakowy rafinowany
Refined rapeseed oil

Triacyloglicerole oleju
rzepakowego ,,00”
Triacylglicerols of canola oil

Olej sojowy
Soybean oil

Olej sojowy w chlorku metylenu
Soybean oil in chloride methylene

Dziewiczy olej oliwkowy
Virgin olive oil

B-karoten
(1-20 ppm)

B-karoten
(5-20 ppm)

B-karoten
(1-5000 ppm)

B-karoten
(100 ppm)

B-karoten
(10 ppm)

B-karoten
(5 ppm)

annato
(30 ppm)

produkty termicznej degradacji
likopenu (50 ppm)
products of thermal degradation
of licopene

B-karoten
(5-20 ppm)

B-karoten
(0,54 ppm)

25°C, naswietlanie
light 7535 lux

25°C, naswietlanie — light 4000 lux,
2—4 ppm chlorofilu — chlorophyll

30°C, naswietlanie
light

30°C, brak swiatta
dark

30°C, naswietlanie
light 4,5 W/m?

30°C, brak swiatta
dark

40°C, brak swiatta i naswietlanie
dark and light
10000 lux, 25°C; y-tokoferol < 1 ppm

60°C, naswietlanie
light
1650 lumenéw

naswietlanie — light 4000 lux
4 ppm chlorofilu — chlorophyll

2°C, naswietlanie — light 620-5340 lux,
feofityna a — pheophytine a

Warner i Frankel
1987
Fakourelis i in. 1987
*Suzuki i in. 1989
*Suzuki i in. 1989
*Suzuki i in. 1989

*Suzuki i in. 1989

Haila i in. 1996

Steenson i Min 2000

Lee i Min 1988

Rahmani i Csallany
1998

* podano za Haila 1999
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i in., Morris i in., Howard i in., Seddon i in., Knekt i in., Lyras i in., Ames i in.).
Aczkolwiek wiekszos¢ prac badawczych wskazuje na prozdrowotne oddziatywanie
karotenoiddw, to sa i takie, ktdre wskazuja na szkodliwe dziatanie B-karotenu,
zwickszajace zachorowalno$¢ na raka ptuc u palaczy (Robak i Zachwieja 1998,
cyt za De Luca i Ross oraz Mayne). Mozliwe jest, ze to oddziatywanie p-karotenu
wywotane jest niedoborem w organizmie palaczy witaminy C, ktéra wspomaga
aktywnos¢ przeciwutleniajaca karotenoidow (Block, Langseth 1994, cyt. za Tribble ).

Uznaje sig, ze idealna, prozdrowotna dieta, powinna dostarcza¢ organizmowi
ludzkiemu dziennie okoto 5,5 mg karotenoidow i réwnoczesnie ok. 220 mg wita-
miny C oraz okoto 18 réwnowaznikow a-tokoferolu, tymczasem dieta przecigtna
dostarcza tych sktadnikéw 3-4-krotnie mniej (Block i Langseth 1994, cyt. za Block
oraz Lachance).
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