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SANTRUMPOS

BHA — butilhidroksianizolis

BHT — butilhidroksitoluenas

DTL — didelio tankio lipoproteinai

ESCh — efektyvioji skys¢iy chromatografija
GPH — gerybiné prostatos hiperplazija
LMTL — labai mazo tankio lipoproteinai
MeOH — metanolis

MTBE — tert-butilmetileteris

MTL — mazo tankio lipoproteinai

TCL — didziausia poky¢io riba (angl. Total change limit)
UV — ultravioletiné Sviesa

7PV — 7mogaus papilomos virusas



IVADAS

Karotenoidai yra geltonos, oranzinés ar raudonos spalvos natiiraliis pigmentai, sintetinami
fotosinteze vykdanéiy organizmy. Tai jie lemia rykia daugumos vaisiy ir darzoviy spalva. Zmogaus
organizme karotenoidai néra sintetinami, tad visas kiekis yra gaunamas vartojant maisto produktus,
kuriuose yra gausu $iy pigmenty. Karotenoidai pasizymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu ir taip pat
yra vitamino A pirmtakai [1]. Jie tapo vis labiau tyrinéjamu objektu, kai buvo pastebéta, kad
padidéjusi karotenoidy koncentracija organizme gali biiti susijusi su sumazéjusia kai kuriy ligy
rizika. DidZioji dalis moksliniy straipsniy pabréZia karotenoidy nauda Zmogaus organizmui, kadangi
tinkamas jy kiekis maisto racione Zymiai sumazina létiniy ir degeneraciniy ligy rizika, gali
apsaugoti nuo $irdies ir kraujagysliy ligy, diabeto, artrito ir Kt. [2].

Siekiant vis geriau suprasti karotenoidy biologinj poveikj Zzmogaus organizmui labai svarbus
etapas yra tikslus karotenoidy koncentracijos nustatymas. Tiksliems ir patikimiems rezultatams
nepakanka vien gero analizés metodo, taCiau itin svarbu uztikrinti tyrimo kokybe, pradedant
méginio surinkimu ir tinkamomis laikymo salygomis. Dél savo struktiiros karotenoidai yra
reaktyvis ir gana nestabilis. Stabilumas yra apibréZiamas kaip méginio sugebéjimas per tam tikra
laikg ir laikantis nurodyty laikymo salygy islaikyti nustatyta prading medziagos koncentracija [3].
Karotenoidai yra jautriis $viesai, aukStai temperatarai ir deguoniui, taciau jy stabilumas kraujyje yra
geras, kadangi kraujas yra laikomas vakuuminiuose meégintuvélivose, kur neturi kontakto su
deguonimi, o taip pat kraujyje yra kity nattraliy antioksidanty [4]. Skirtingai negu kraujyje, i$
kraujo serumo ar kraujo plazmos iSskirti karotenoidai tampa ypac jautris aplinkos veiksniams.
Todéel svarbu iSskirtus karotenoidy meéginius apsaugoti nuo jvairiy aplinkos veiksniy, kad jy
koncentracijos pakitimai dél nestabilumo po ekstrakcijos, neturéty jtakos gautiems tyrimo
rezultatams.

Sio magistrinio darbo tikslas yra jvertinti kaip méginio paruosimo ir laikymo salygos veikia
kraujo serumo karotenoidy koncentracijg.

Siam tikslui pasiekti buvo iskelti trys uzdaviniai:

1. Nustatyti karotenoidy koncentracijos poky¢ius kraujo serumo méginiuose, laikytuose —80 °C

temperatiiroje;



2. Nustatyti i§ kraujo serumo iSskirty karotenoidy koncentracijos poky¢ius méginiuose
atsizvelgiant j laikg iki tyrimo;
3. [vertinti likopeno izomery koncentracijos kitima i§ kraujo serumo iSskirtuose méginiuose po 24,

72 ir 168 valandy.

Magistranté atliko kraujo serumo karotenoidy koncentracijos tyrimus efektyviosios skysc¢iy
chromatografijos metodu Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés medicinos

centre ir atliko gauty duomeny statisting analizg.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karotenoidai

Karotenoidai — tai placiai paplitusi, riebaluose tirpiy pigmenty grupé , kurig sintetina
dauguma augaly, taip pat dumbliy ir fotosintetinanéiy bakterijy [5,6]. Paprastai karotenoidai
sudaryti i§ 40 anglies molekuliy su daug konjuguoty dvigubyjy jungc¢iy [7]. Karotenoidai suteikia
raudong, oranzing ar geltong spalva tokiems augalams kaip apelsinai, pomidorai, morkos ir kt. [6,
30]. Gyviiny ir Zzmogaus organizme Sios medziagos néra sintetinamos de novo, todél gaunamos tik
su maistu [8]. Siuo metu yra atrasta daugiau nei 700 natiraliai egzistuojanéiy karotenoidy, i3 kuriy
apie dvideSimt gali bati rezorbuoti ir metabolizuoti Zmogaus organizme, taciau didziaja dalj
(>95 proc.) visy karotenoidy Zzmogaus kraujyje sudaro tik Se$i — o-karotenas, [-karotenas,

B-kriptoksantinas, likopenas, liuteinas ir zeaksantinas [5, 19].

1.1.1. Karotenoidy struktiira

Karotenoidy molekulés savybés ir funkcijos daugiausia priklauso nuo jos struktiiros.
Dauguma karotenoidy priskiriami tetraterpeny klasei, kadangi jy pagrinda sudaro 40 anglies atomy
grandiné. Grandiné sudaryta i§ 8 izopreno molekuliy, sujungty taip, kad molekulé buity simetriska ir
linijiné — tarpusavyje molekulés sujungtos principu ,,galva-uodega“, i$skyrus centra, kur molekulés
jungiasi ,,uodega-uodega“ principu [10]. Konjuguota dvigubyjy jungéiy sistema (C=C), kuri labai
paplitusi karotenoidy struktiiroje, laikoma vienu svarbiausiy faktoriy energijos perdavimo
reakcijose, pavyzdziui fotosintezés procese [18]. Kadangi konjuguotos dvigubosios jungtys suteikia
karotenoidams stipry cheminj reaktyvuma, jie gali pakankamai lengvai izomerizuotis ir oksiduotis.
Pagrindiné baziné strukttira gali biiti modifikuota hidrinimo, dehidrinimo, ciklizacijos ir oksidacijos
procesy metu [10].

Priklausomai nuo izomerizmo aplink C=C jungtis, karotenoidai gali bati dviejy
konfigracijy— E arba Z, kas paprastai atitinka cis ir trans. Cis izomerai yra maziau
termodinamiskai stabil@is nei trans izomerai, todé¢l trans forma yra labiau paplitusi gamtoje. Trans
konfigtracijos karotenoidai yra linijiniai, tvirti ir turi iSplésta dvigubyjy rysiy sistema, taciau Cis
izomerai yra labiau tirpus ir gali bati lengviau rezorbuojami ir transportuojami tarp Igstelés struktiry
[11].



IS visy karotenoidy, likopenas savo struktiiroje turi daugiausia konjuguoty dvigubyjy
jungéiy, todél jis ypac linkes egzistuoti daugelyje izomery formy [49]. Trans geometriné likopeno
forma vyrauja Svieziuose maisto produktuose, tokiuose kaip neapdoroti pomidorai, kuriuose §i
forma sudaro apie 80-90 proc. viso likopeno [55]. Tuo tarpu zmogaus organizme, audiniuose ar
serume, daugiau nei 50 proc. viso likopeno sudaro cis izomerai [49]. TermiSkai apdorotuose ar
perdirbtuose maisto produktuose ir Zmogaus serume daugiausia aptinkami tokie mono-cis izomerai
kaip 5-cis, 9-cis, 13-cis ir 15-cis [24] (1.2 pav.), taciau aptinkami ir kai kiurie di-Cis izomerai.
Kadangi Zzmogaus organizme didzigjg dalj likopeno sudaro cis formos, kai kurie mokslininkai mano,
jog cis izomerai galimai pasizymi didesniu biologiniu prieinamumu ir antioksidaciniu pajégumu
[49].

D¢l strukturiniy skirtumy visis karotenoidai yra isskiriami j dvi dideles klases — karotenus ir
ksantofilus [29]. Karotenai sudaryti vien tik i§ anglies ir vandenilio (pvz. a-karotenas, [3-karotenas,
likopenas), o ksantofilus sudaro anglis, vandenilis ir deguonis (liuteinas, zeaksantinas,
kriptoksantinas) [7] ( 1.1 pav.).

Karotenoidai yra hidrofobinés molekulés, labai mazai tirpios ar visiskai netirpios vandenyje
ir funkcionuojancios hidrofobinése lastelés struktiirose [53]. Prie polieninés grandinés prijungtos
poliarin¢s funkcinés grupés gali keisti karotenoidy poliSkumg ir taip paveikti jy lokalizacija

biologinése membranose ir sgveikas su kitomis molekulémis [11].
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1.1 pav. Pagrindiniy karotenoidy cheminés struktiiros [68].
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1.2 pav. Trans-likopeno ir kai kuriy cis-likopeno izomery cheminés struktiiros [74].

1.1.2. Biologinis jsisavinimas ir metabolizmas

Zmogaus organizmas karotenoidy nesintetina, tad jy turi gauti kartu su maistu. Daugiausia
karotenoidy yra $vieziuose vaisiuose ir darzovése — raudonuose ir geltonuose vaisiuose ir zaliose
lapinése darzovése [19]. Skirtingy rasiy karotenoidai jvairiuose maisto produktuose yra pasiskirste
nevienodai, pavyzdziui likopeno daugiausia yra pomidoruose, arblizuose, papajose, roziniuose
greipfrutuose, B-kriptoksantino — mandarinuose, molitiguose, apelsinuose [20], 0 pagrindiniai
liuteino $altiniai — $pinatai, lapiniai kopiistai, brokoliai ir kiausinio tryniai [21, 22].

Teigiamas karotenoidy poveikis Zmogaus sveikatai yra susijes su jy koncentracija kraujyje ir
audiniuose. Tam jtakos turi ne tik vartojamo maisto kiekis, kuriame gausu karotenoidy, bet ir jy
rezorbcijos efektyvumas ir metabolizmas [23]. Tik keliuose maisto produktuose randamos didelés
B-kriptoksantino koncentracijos. TaCiau net ir gausiausiuose maisto Saltiniuose jo kiekis yra mazas
(apie 1 mg/100 g) [20], palyginus su B-karotenu (6-8 mg/100 g) ar likopenu (3-4 mg/100 g) [73].
Nepaisant B-kriptoksantino trikumo maiste, jo koncentracija kraujyje yra gana didelé [20]. Tai rodo,
jog skirtingy karotenoidy biologinis jsisavinimas yra nevienodas.

Biologinis jsisavinimas — tai medziagos dalis, jeinanti  sisteming¢ kraujotaka ir dalyvaujanti
fiziologinése funkcijose arba kaupiama vélesniam laikui [23]. Karotenoidy rezorbcija zmogaus
organizme siekia nuo 5 iki 50 proc. [19, 24], taciau jy biologinis jsisavinimas dar mazesnis — apie

3-34 proc. [25]. Karotenoidy biologinis jsisavinimas priklauso nuo keleto veiksniy. Pirmiausiai —



nuo maisto matricos ir karotenoidy islaisvinimo 1§ jos [23]. Karotenoidai turi biiti iSlaisvinti 18
maisto matricos, kad buty galima juos rezorbuoti ir jie tapty biologiskai aktyviais komponentais
[20, 25]. Karotenoidy i$skyrimas i§ maisto produkty matricos labai priklauso nuo jy biisenos ir rysiy
su Kkitais junginiais. Karotenoidai daznai egzistuoja kristalinés fizikinés formos pavidalu,
pavyzdziui, likopenas pomidoruose ar [-karotenas morkose. Tokioje bisenoje karotenoidy
iSskyrimas trunka ilgiau [28] ir dél to mazéja jy biologinis jsisavinimas [19]. Karotenoidy
jsisavinimo efektyvumas taip pat priklauso nuo tokiy medziagy kaip riebalai [20], baltymai ir
tulzies rugstys [24,28]. Darzovése karotenoidai jungiasi su baltymais ir jsitvirtina chloroplasty ar
kitose Iasteliy struktiirose, kai kuriuose vaisiuose jie jsiterpe¢ j riebaly laselius chromoplastuose [27].
Tokiose struktiirose esantys karotenoidai yra lengviau pasisavinami. Veiksmingg liuteino
pasisavinimg i§ kiauSinio trynio ypa¢ padidina jame esantis cholesterolis, triacilgliceroliai ir
fosfolipidai [21]. PrieSingai nei tikétasi, buvo jrodyta, kad tokie tehnologiniai procesai kaip maisto
produkty homogenizavimas ir terminis apdorojimas padidina karotenoidy biologinj jsisavinimag
[19, 27]. Tyrimy metu nustatyta, jog likopenas yra pasisavinamas geriau i§ perdirbty pomidory
produkty, negu i$ $vieziy pomidory [24], kaip ir B-karotenas jsisavinimas geriau i§ termiskai
apdoroty morky ar morky suléiy [31]. Biologiniam jsisavinimui jtakos turi ir karotenoidy cheminé
struktira. Manoma, kad B-kriptoksantino biologinis jsisavinimas yra didesnis dél strukttroje turimy
deguonies molekuliy, kurios padidina jo hidrofiliskumag [20]. Be ankS¢iau paminéty veiksniy,
karotenoidy biologinj jsisavinimg taip pat lemia genetiniai veiksniai, mitybos btiklé, lytis, senéjimas,
jvairios infekcijos [19].

Kaip ir kiti lipiduose tirplis junginiai, taip ir suvirSkinti karotenoidai pirmiausia patenka j
chilomikrony sudétj [26]. Lipoproteinlipazei suskaidzius chilomikronus, laisvi karotenoidai toliau
transportuojami lipoproteiny sudétyje — labai mazo tankio lipoproteinuose (LMTL), didelio tankio
lipoproteinuose (DTL), o daugiausia mazo tankio lipoproteiny (MTL) dalelése. Taigi MTL dalelés
pasizymi didziausia karotenoidy koncentracija plazmoje [19]. Karotenoidai daugiausia kaupiasi
riebaliniame audinyje, kepenyse ir kraujyje [19, 32], tadiau santykinai didelis jy kiekis buvo

nustatytas ir antinksciuose, séklidése, geltonkiinyje, tinklainéje ir odoje [19].

1.1.3. Funkcijos ir klinikiné reik§mé

Karotenoidai atlieka svarbiy funkcijy jvairiuose biologiniuose procesuose. Visy pirma jie
svarbiis augalams ir mikroorganizmams, kurie patys juos sintetina. Karotenoidai suteikia augalams

spalva, gali absorbuoti $viesa, bet kartu veikia ir kaip apsauga nuo per didelio §viesos poveikio —

10



apsaugo nuo jos sukelty pazeidimy [9]. Taip pat veikia kaip kai kuriy hormony pirmtakai, kity
organizmy atraktantai bei reguliuoja augima ir vystymasi [57]. Zmogaus organizmui jie ypaé
svarbiis dél didelio antioksidacinio aktyvumo [14], dalyvavimo Iastelés augimo reguliacijoje,
imuniniame atsake [12]. Dél savo struktiiroje turimy konjuguoty dvigubyjy jungéiy, karotenoidai
efektyviai sgveikauja su reaktyviomis deguonies rasimis [11]. Jie gali neutralizuoti labai reaktyvy
singuletinj deguonj ir paversti jj stabilesniu tripletiniu deguonimi, taip pat esant mazam deguonies
slégiui, jungtis su peroksilo radikalais ir taip padaryti juos nekenksmingais. Kadangi daugumoje
biologiniy audiniy ir vyrauja mazas deguonies parcialinis slégis, karotenoidai svarbiis uzkertant
kelig lipidy peroksidacijai in vivo [13, 34]. Kita svarbi karotenoidy funkcija — tai yra vitamino A
(retinolio) pirmtakai [34]. Vitaminas A ypa¢ svarbus regéjimui, lgsteliy diferencijavimuisi,
glikoproteiny sintezei, augimui ir kauly vystymuisi bei gleiviy sekrecijai epiteliniuose audiniuose.
Apskaiciuota, kad apie 60 proc. i§ maisto gaunamo vitamino A yra i§ pro-vitamino A Saltiniy [28].
Pro-vitamino A aktyvumu pasizymi tokie Kkartenoidai kaip «a-karotenas, p-karotenas ir
S-kriptoksantinas, o liuteinas, likopenas ir zeaksantinas néra ver¢iami j aktyvius retinoidus [71].

Atlikta daug tyrimy, jrodanciy, kad mityba, kurig sudaro daug karotenoidy turincios
darzovés ir vaisiai, gali sumazinti rizikg sirgti kai kuriomis ligomis. Mazindami lgsteliy lipidy,
lipoproteiny, baltymy ir DNR oksidacinius pazeidimus, karotenoidai gali apsaugoti nuo
aterosklerozés [14], taip pat spéjama, kad jie prisideda prie sumazéjusios rizikos sirgti tam tikry
rasiy véziu, 2 tipo cukriniu diabetu [25] koronarine Sirdies liga ir kt. [35]. Atlikti tyrimai nustaté, jog
likopenas gali sumazinti rizikg sirgti §lapimo puslés, prostatos, skrandzio ir kruties véziu [13], 0
padidéjusi jo koncentracija riebaliniame audinyje yra siejama su mazesniu miokardo infarkto dazniu
[24]. Naujausi tyrimai parodé, kad B-karotenas ir vitaminas A yra svarbios medziagos lipidy
apykaitos reguliacijoje ir gali tapti pagrindiniais nutukimo ar nutukimo sutrikimy gydymo ir
prevencijos veiksniais [52]. Liuteinas ir zeaksantinas gali apsaugoti nuo akies geltonosios démés
degeneracijos, kadangi atlieka svarby vaidmen;j akies tinklainéje, taip pat teigiama, kad pro-vitamino
A aktyvumo neturintys karotenoidai yra svarbiis uztikrinant kauly sveikatg [58].

Likopeno biologinis aktyvumas gali priklausyti nuo jo izomery. Nustatyta, kad Z-likopeno
izomerai turi stipresnj antioksidacinj aktyvuma, nei E-likopenas. Dél $ios priezasties manoma, kad
bitent Z-likopeno izomerai galimai turi didesnj poveikj sveikatai [75]. Zou ir kt. [76] tyrimo metu
nustatyta, kad butent Z-likopeno izomerai, palyginus su E-likopenu, parodé labiau pastebimag
gerybinés prostatos hiperplazijos (GPH) vystymosi slopinimg. Taip pat atliktas mokslinis tyrimas
parod¢, jog vartojimas darZoviy, kuriose gausu Z-likopeno, gali apsaugoti nuo Zzmogaus papilomos
viruso (ZPV) infekcijos: nustatyta, kad ZPV persistencija sumazéja 56 proc. moterims, kuriy

11



Z-likopeno izomery koncentracija buvo didesné [77]. Taip pat, dél antioksidacinio poveikio,
dalyvavimo proliferacijos, apoptozés procesuose, likopenas ir jo izomerai gali bati svarbis

chemoterapijos atveju [78].

1.1.4. Nustatymo metodai

Siekiant jvertinti karotenoidy privalumus ir panaudoti jvairiose srityse yra svarbu juos
tiksliai identifikuoti ir nustatyti jy koncentracija jvairiose biologinése medziagose. Svarbus ne tik
greiti, paprasti ir jautris identifikavimo ir nustatymo analitiniai metodai, bet pirmiausia ir tinkamas
méginio paruosimas [60].

Karotenoidy Kiekybiniam tyrimui yra reikalingi keturi etapai: ekstrakcija, atskyrimas,
identifikavimas ir kiekybinis jvertinimas [24]. Bendro ar standartizuoto karotenoidy ekstrakcijos
metodo néra, tac¢iau dauguma metody yra panasis ir vadovaujasi tam tikrais bendrais principais [54,
59]. Kraujo plazmoje ar kraujo serume esantys baltymai dazniausiai nusodinami naudojant etanolj
[61], o ekstrakcijai pasirenkamas organinis ir nesimaiSantis tirpiklis kaip acetonas, chloroformas,
metanolis, izopropanolis, dietilo eteris ar jy deriniai, o daZniausiu pasirinkimu tampa n-heksanas
[62].

Karotenoidy identifikavimui gali bati taikomi tiek spektrofotometriniai, tiek
chromatografiniai metodai. Dél karotenoidy konjuguotos polieniniy grandiniy sistemos jie gerai
sugeria Sviesg regimojoje ir ultravioletinéje (UV) spektro srityje [63]. Spektrofotometriniai
absorbcijos matavimai gali biiti naudojami kiekybiskai jvertinti gryny karotenoidy koncentracija
arba bendrg karotenoidy koncentracijg miSinyje arba ekstrakte [64]. Karotenoidy analizei gali biiti
taikomi tokie paprasc¢iausi chromatografiniai metodai kaip klasikinis atviros kolonélés as
plonasluoksnés chromatografijos metodas [66, 67], taciau jiems reikalingas didelis tiriamosios
medziagos kiekis ir palyginti su kitais metodais skiriamoji geba yra maza ir pakankamai ilgas
analizés laikas. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESCh) sukiirimas sukelé revoliucija
karotenoidy tyrimuose ir Zzymiai pagerino jy atskyrimg ir kiekybinj nustatymg [24]. Déka
komerciskai gaminamos stacionarios fazés ir labai mazo jos daleliy dydzio ypa¢ pageré¢jo metodo
skiriamoji geba ir atkuriamumas [63]. Taip pat tokie privalumai kaip metodo paprastumas, greitis,
jautrumas, tikslumas, specifiSkumas ir méginio tausojimas [24], pavert¢ ESCh labiausiai paplitusiu
analitiniu metodu karotenoidy nustatymui [24, 32]. Dazniausiai naudojama atvirks¢iy faziy ESCh su
gradientiniu eliucijos rezimu, taciau gali buti taikoma tiek normaliy faziy ESCh, tiek izokratinis

eliucijos rezimas [56, 57]. Judrios fazés parinkimas taip pat svarbus zingsnis. Atvirkséiy faziy ESCh
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atveju naudojami tokie poliniai tirpikliai kaip vanduo, metanolis, acetonitrilas, 2-propanolis,
acetonas, etilacetatas, tetrahidrofuranas, tert-butilmetileteris (MTBE), dichlormetanas, chloroformas
ir jy misiniai [57]. Dazniausiai ESCh taikoma su C18 ar C30 kolonéle [57, 63]. Naudojant C18
stacionarig faze¢ galima greitai ir lengvai atskirti palyginti trumpg granding ir maza molekuling mase
turinCias analites [65], C30 stacionarioji fazé dazniau naudojama sudetingesnéms analizéms, kada
reikalingas tikslesnis karotenoidy atskyrimas, pavyzdziui, atskirti likopeno trans izomerus nuo cis
izomery [63, 38, 57]. Efektyvioji skysCiy chromatografija karotenoidy kiekybiniam nustatymui
dazniausiai naudojama su UV ir regimojo spektro spinduliy spektrofotometriniais detektoriais
[61,62], taciau gali bati naudojami ir fotodiody matricos [61, 63], refraktometriniai,

elektrocheminiai, masiy spektrometriniai detektoriai [24, 57].

1.1.5. Skilimas

D¢l savo struktiiros karotenoidai yra svarbiis vykdant jvairias biologines funkcijas, taciau
kartu tai yra ir pagrindiné jy nestabilumo priezastis, lemianti jautrumg oksidacijai ir geometrinei
izomerizacijai [28, 43]. Karotenoidy skilimas gali jvykti tiek dél cheminio ar fizikinio poveikio, tiek
dél fermenty katalizuojamy reakcijy [46]. Jie ypac¢ jautrts Silumos, Sviesos, deguonies ir rugséiy
poveikiui [43, 45, 69].

Sviesa, §iluma ir riigitys skatina trans karotenoidy izomerizavimasi j cis formas [28], o tai
turi jtakos junginiy biologinéms savybéms, prieinamumui ir antioksidaciniam aktyvumui [43]. UV
spinduliy poveikis, taip pat hipochloro riigstis, kurig skatina neutrofilai in vivo yra svarbiis
karotenoidy destrukcijai [44]. BiologiSkai katalizuojamus skilimo procesus vykdo arba nespecifiniai
fermentai, kaip peroksidazés ir lipoksigenazés, arba karotenoidy skilimo oksigenazés, specifiskai
veikiancios dvigubasias karotenoidy jungtis [46]. Pagrindiné degradacijos priezastis yra oksidacija
[43,47]. Oksidacija priklauso nuo esamo deguonies, karotenoidy struktiiros ir fiziniy sglygy [28],
gali buti katalizuojama fermentais, metalais, Siluma ir Sviesa, ir sukelti karotenoidy spalvos ir
biologinio aktyvumo praradimg [47]. Taigi fizinio ir cheminio oksidacinio streso poveikis sukelia
karotenoidy oksidacinj skilimg ir lakiy bei nelakiy junginiy susidarymg [48]. Susidaro tokie
karotenoidy skilimo produktai [44] kaip B-jononas, B-ciklocitralas, epoksidiniai junginiai ir jvairis,
skirtingo ilgio anglies grandinés ketonai ir aldehidai. Sie degradacijos produktai gali turéti biologinj
aktyvuma, kuris skiriasi nuo karotenoidy pirmtaky poveikio ir gali biiti toksiSkas [48]. PavyzdZiui
karotenoidy skilimo produktai slopina Na + -K + - ATPazés aktyvumg ir pazeidZia mitohondrinj

kvépavima [44, 48], B-karotino ir likopeno degradacijos produktai inhibuoja imuninés sistemos
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funkcijas in vitro ir kai kurie i§ jy dél stipraus poliSkumo gali sukelti oksidacinj stresg [45],
B-jononas ir jo dariniai yra stipriis lgsteliy augimo inhibitoriai ir vertinami kaip galimi
antikancerogeniniai chemoterapiniai veiksniai [48]. Taip pat jrodyta, kad cigare¢iy dimuose esantys
organiniai laisvieji radikalai, tokie kaip alkilas, alkoksilas ir peroksilas, aldehidai ir azoto oksidai,
suardo karotenoidus, dél ko rikan¢iy zmoniy kraujo serume karotenoidy Kiekis yra mazesnis [45].

1.3 paveiksle pavaizduota galima karotenoidy degradacijos schema.

Trans - KAROTENOIDAI

Izomerizacija

Oksidacija Cis - KAROTENOIDAI

Oksidacija

EPOKSIDINIAT KAROTENOIDAI
APOKAROTENOIDAI
HIDROKSI KAROTENOIDAI

l
|
|

MAZOS MOLEKULINES MASES JUNGINIAI

1.3 pav. Karotenoidy degradacijos shema [28].

1.2. Karotenoidy stabilumas

Neatsiejama daugumos epidemiologiniy ir klinikiniy tyrimy dalis — jvairiy bioZymeny
vertinimas kraujo méginiuose [15, 51]. Karotenoidai taip pat tampa vis svarbesniu tyrimo objektu,
kadangi epidemiologiniuose tyrimuose padidéjusi jy koncentracija vis dazniau siejama Su
sumazgjusia ligy rizika. Siekiant tiksliai iSmatuoti jy koncentracijg meéginyje yra svarbu ne tik
tinkamas metodo pasirinkimas, bet ir preanaliziniai veiksniai, tokie kaip méginio surinkimas,

laikymas ir apdorojimas, kurie gali paveikti méginio stabiluma.
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[vairtis faktoriai po méginio ekstrakcijos ir pries analize, gali lemti karotenoidy degradacija
ir jos nulemtus netikslius karotenoidy méginio koncentracijos matavimo duomenis. D¢l savo
cheminés struktiiros karotenoidai yra pakankamai jautriis oksidacijos ir izomerizacijos procesams,
sukeltiems deguonies, aukStos temperatiros ar Sviesos poveikio. Stabilumo tyrimai atskleidzia

Kritinius méginiy saugojimo taskus, kuriuose karotenoidai gali tapti nestabilds [15].

1.2.1. Preanalizinés stadijos poveikis karotenoidy stabilumui

Preanalizés stadija yra viena 1§ svarbiausiy siekiant uztikrinti tikslius rezultatus.
Preanalizinés klaidos sudaro apie 70 procenty visy laboratorijos klaidy, kurios jvyksta dél
netinkamo meéginio surinkimo, paruoSimo ir laikymo [16], tod¢él svarbu uZtikrinti tinkama
reikalavimy laikymasi.

Teigiama, kad tokie karotenai kaip likopenas, a ir f karotenai, paprastai yra gana nestabilas,
kai yra laikomi neapsaugoti nuo $viesos, oro ir temperatiiros. Pervezant Kraujo serumo karoteny
méginius, bitina juos laikyti $altai ir apsaugoti nuo $viesos poveikio [12].

Pakankamai svarbus veiksnys yra méginio paémimo laikas, nes kai kuriy Zymeny jverciai
gali kisti priklausomai nuo sezono, ménesio, savaités ar net valandy. Karotenoidy koncentracija
méginio surinkimo laiko atzvilgiu gali jvairuoti priklausomai nuo sezono, taigi planuojant tyrimus
svarbu atsizvelgti ] méginio surinkimo sezoniskuma [15].

Meéginio surinkimas ir tolesnis jo paruoSimas turéty biiti atliekamas vadovaujantis tikslia
tvarka, pagal standartizuotas procediiras, taCiau atlieckant kai kuriuos tyrimus to nejmanoma
padaryti. Epidemiologiniy tyrimy metu méginiai yra daznai surenkami ir saugomi tam tikrg laikg iki
kol bus paruosti. Siekiant gauti tikslius tyrimo rezultatus, svarbu pasirinkti tinkamas laikymo
sglygas ir trukme [15]. Nuo Sviesos poveikio méginiai turéty biiti saugomi visada — ir surinkimo
metu, ir atliekant tyrima [12].

Tiriant laiko iki méginiy paruoSimo poveikj karotenoidy koncentracijai buvo pastebétas tik
nedidelis poveikis bendram karotenoidy kiekiui. Visgi, tyrimy duomenimis, B-kriptoksantino
koncentracija sumaZzéjo statistiSkai reikSmingai atidéjus méginio paruo$ima iki 144 valandy
(6 paros) [33]. Ankstesniy tyrimy duomenimis, uzdelsiant méginiy paruo$img iki 28 valandy,
didZiausias pokytis pastebétas 3-karoteno atveju (sumazéjo 5,5 proc. per dieng) [72], 0 pagal Key ir
kt. [70] atliktus tyrimus 24 valandoms uzdelstas paruoSimas jtakos turéjo a-karoteno ir likopeno
koncentracijai: a-karoteno sumazéjo 8,7 proc. (p < 0,05), o likopeno — 6,7 proc. (pokytis nelaikytas

statistiSkai reikSmingu) [33].

15



1.2.2. Sviesos ir méginiy laikymo temperatiiros jtaka karotenoidy stabilumui

Kai kuriuose literaturos $altiniuose teigiama, kad karotenoidai visame kraujyje gali iSlikti
stabiliis iki savaités, jei laikomi Saltai, o laikomi kambario temperatiroje kai kurie karotenoidai gali
degraduoti, nors iSmatuoti pakitimai yra nezymis [12, 15]. Pagal Cuerq ir kt. [16] atliktg tyrima,
kraujyje karotenoidai iSlieka stabiliis iki 48 valandy kambario temperattiroje be jokios papildomos
apsaugos nuo Sviesos, o ir véliau uzfiksuoti pakitimai neperzengia didziausios pokycio ribos
(angl. total change limit (TCL)), kas rodo, jog karotenoidai yra pakankamai stabili analité. Tuo
paciu tyrimu nustatyta, kad 32 °C temperatiiroje karotenoidy stabilumas islieka iki 3 dieny, o
kambario temperatiiroje — iki 7 dieny. PrieSingai teigiama kitame tyrime, kur nustatyta, jog krauja
laikant 32 °C temperatiiroje, per tris dienas pastebétas reikSmingas daugumos karotenoidy
koncentracijos sumazéjimas (2-25 proc.) [36]. Kito tyrimo metu nustatyta, kad skirtingi
karotenoidai nevienodai i$laiko stabiluma, pavyzdziui B-karoteno koncentracija jau po 48 valandy
kambario temperatiiroje sumazéjo pakankamai reikSmingai — 16 procenty [16]. Kitame tyrime
nustatytas likopeno koncentracijos jautrumas. Pastebéta, kad likopeno koncentracija reikSmingai
sumazéja méginj laikant 24 valandas tiek kambario temperatiiroje dienos $viesoje, tieck 4 °C
temperatiiroje tamsoje, nors kity karotenoidy koncentracijos per tokj laikg nepakinta. Laikant kraujo
meginius 35 °C temperatiiroje Sviesoje didZiausiu stabilumu pasiZymeéjo o-karotenas, kuris iSliko
stabilus iki 72 valandy [24].

Nagrin¢jant karotenoidy stabilumg kraujo serumo meéginiuose, nustatyta, kad meginiai
iSlieka stabiliis laikant juos 4 °C temperatiiroje Sviesoje ar tamsoje iki 14 dieny, kambario
temperatliroje tamsoje — iki 7 dieny, o Sviesoje — tik iki 3 dieny. Laikant méginius uzSaldytus tiek
—70 °C, tiek =30 °C temperatiiroje, karotenoidy koncentracija serume nepakito ir po 14 dieny. Taip
pat nustatyta, kad pakartotinis uzSaldymas —70 °C temperatiiroje ir atSildymas neturi reikSmingy
poky¢iy [12, 37].

Pagal Drammeh ir kt. [36] atlikta tyrima, kraujo serumo méginius laikant 11 °C
temperatiroje iki 14 dieny, buvo uZfiksuoti pavieniy karotenoidy koncentracijos pokyciai.
a-karoteno, trans-B-karoteno ir trans-likopeno koncentracijos padidéjo 1-2 proc. po 7 dieny,
cis-p-karoteno — po 10 dieny. B- kriptoksantino ir liuteino + zeaksantino koncentracijos pokyciy
nepastebéta net ir po 14 dieny. Taciau jvertinus analizés ir biologing variacijg paaiSkéjo, kad
karotenoidy koncentracijos statistiSkai reikSmingi skirtumai neperzengé didZiausios pokycio ribos ir

laikyti kliniSkai nereik§mingais.
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Keletas tyrimy atskleidé, kad kitaip nei natiirali saulés Sviesa, dirbtiné patalpy Sviesa neturi
jtakos karotenoidy koncentracijai [15, 37]. Kraujo plazmos méginiuose esantys karotenoidai esant
laboratoriniam ap$vietimui i$licka stabiliis maziausiai 24 valandas. Su ir kt. [24] atliktas tyrimas,
kurio metu kraujo plazmos méginiai buvo laikyti kambario temperatiiroje, ap$viesti fluorescencine
Sviesa iki 72 valandy, parodé, jog [-karoteno, a-karoteno, kriptoksantino ir cis-likopeno
koncentracijos nepakito. Taciau prie statistiSkai reikSmingos vertés (p = 0,054) priartéjo
liuteino+zeaksantino koncentracijos pokytis, o trans-likopeno koncentracija jau po 48 valandy

sumaz¢éjo 10 proc.

1.2.3. Karotenoidy stabilumas po ekstrakcijos

Siekiant nustatyti tikslia karotenoidy koncentracija, svarbiis ne tik veiksniai, galintys
paveikti méginio stabiluma pries ji apdorojant, bet ir jo ekstrakcijos metu ar po jos. Teigiama, kad
karotenoidai tampa ypa¢ nestabillis i$skyrus juos ] organinius tirpiklius — nors molekulés yra
pakankamai stabilios esant matricoje, taciau patekusios i tirpalg tampa ypac jautrios Sviesai, Silumai,
ragstims ir deguoniui [59]. I§ plazmos j heksang, kuriame yra 0,01 proc. BHT, i$skirti karotenoidai
net laikant juos -20 °C temperatiiroje rodé statistiSkai reikSmingg rezultaty kintamumg. PanaSis
rezultatai buvo pastebéti iSskirtus méginius laikant 4 °C temperatiiroje. Méginius laikant kambario
temperatliroje, matavimy kintamumas buvo maZesnis, tafiau net ir gavus tokius rezultatus
nerekomenduojama meéginiy laikyti kambario temperatiiroje [24].

Tyrimas atliktas su i$ kraujo plazmos isskirtais karotenoidais parodé, jog svarbiausias jy
stabilumo kintamasis buvo laikymo laikas. Tai patvirtino hipotezg, kad yra stiprus rySys tarp
méginio laikymo laiko iki tyrimo ir karotenoidy kiekio kraujo plazmos méginyje. Buvo pastebéta,
kad svarbi ir laikymo temperatiira, kadangi esant skirtingoms temperatiiroms stabilumas buvo
nevienodas. Laikant isskirtus méginius —20 °C ar —80 °C temperatiiroje karotenoidai isliko stabilis
iki 120 dieny, o laikant méginius 4 °C temperatiiroje, tokj ilgg laikg koncentracijos neisliko stabilios
[17]. Karppi ir kt. atliko stabilumo tyrimg su i§ kraujo plazmos iSskirtais ir 4 °C temperattroje
savaite laikomais karotenoidais. Jau po dviejy dieny buvo pastebétas likopeno ir a-karoteno kiekio
sumazéjimas (13,0 = 2,7 proc. ir 11,0 + 1,3 proc.). ISmatavus kiekius po savaités, koncentracijos
sumazéjo dar labiau — atitinkamai 29,0 £ 2,0 proc. ir 23,0 = 9,0 proc., lyginant rezultatus su ka tik
i§skirtomis ir pamatuotomis koncentracijomis. Remiantis atliktu tyrimu buvo padaryta iSvada, kad

iSskirty karotenoidy méginiai gali buti laikomi 3 dienas 4 °C temperatiiroje be reikSmingo
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karotenoidy kiekio sumazéjimo, iSskyrus likopeng ir a-karoteng, kurie, kaip nustatyta, yra maziau
stabiliis [38].

Dauguma ankstesniy moksliniy tyrimy metu buvo tiriamas karotenoidy stabilumas
iSskirtuose méginiuose tik iki 24 valandy laikymo. Pagal Talwar ir kt. [39] karotenoidai isliko
stabiltis iki 24 valandy priklausomai nuo laikymo temperatiiros ar antioksidanto naudojimo. Su ir
kt. [40] atlikti tyrimai taip pat parodé laikymo temperatiiros svarbg iSskirtiems méginiams,
priesingai negu Craft ir kt. [41] ir Cavina ir kt. [42] atlikti tyrimai, kai i§ plazmos iSskirti
karotenoidai isliko stabiluis ir kambario temperatiiroje.

Likopenas yra vienas jautriausiy karotenoidy ir ypa¢ linkes izomerizuotis, todél daznai
tiriamas likopeno izomery stabilumas. Murakami ir kt. [49] tyré likopeno izomery temperatiirinj
stabilumg. Esant 4 °C temperatiirai nustatyta, kad bendra likopeno koncentracija mazéja pakankamai
létai. Tuo tarpu ties 25 °C ir 40 °C temperatira, bendra likopeno koncentracija zenkliai nepakinta
per pirmas 10 dieny, ta¢iau poto koncentracija pradeda sparc¢iai mazéti. Tiriant likopeno izomery
(5- cis, 9-cis, 13-cis) stabiluma, rezultatai buvo labai panasis, taigi dideliy stabilumo skirtumy tarp
trans ir cis izomery nepastebéta. Pagal Ishida ir kt. [56] atliktg tyrima, kurio metu buvo tiriamas
laiko ir temperatiros poveikis likopeno izomerizacijai pastebéta, kad laikant likopeng kambario
temperatiiroje tamsoje, trans izomery kiekis sumazéja, taciau didéja cis izomery. Taip pat tyrimo
metu padaryta i$vada, kad esant kuo aukstesnei temperatiirai, izomerizacija linkusi greitéti — laikant
méginius —20 °C temperatiiroje, trans likopeno sumazéjo apie 4 proc. per 9 dienas, kai tuo tarpu
21-23 °C temperatiiroje sumazgjimas siekia 64 proc. Taip pat Sio eksperimento metu buvo tirtas
antioksidanto butilhidroksianizolio (BHA) poveikis, taciau zymaus pageréjimo nepatebéta, todél
autoriai sitilo i§ biologiniy méginiy ekstrahuotg likopeng laikyti —20 °C temepratiroje tamsoje,

siekiant iSvengti izomerizacijos.

1.2.4. llgalaikis karotenoidy méginiy saugojimas

Siekiant i$saugoti nepakitusius méginius ilga laika, svarbu sumazinti skilimo tikimybe, tad
geriausia juos Saldyti kuo Zemesnéje jmanomoje temperatiroje [15]. Pastebéta, kad ilgalaikiam
saugojimui —20 °C ar -30 °C temperatira néra tinkama [24]. Laikant méginius —20 °C
temperatiiroje jau po keliy savai¢iy nustatomi karotenoidy koncentracijos pokyciai [24, 37].
Viename i§ deSimtmet]j trukusiy tyrimy teigiama, kad méginius saugojant —20 °C temperatiiroje po

6 ménesiy nustatytas 15 proc. karotenoidy koncentracijos sumazéjimas, o po 10 mety — iki 97 proc.
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[15]. Nors stebint B-karoteno stabilumg —20 °C temperatiiroje, per pirmus 6 ménesius koncentracijos
sumazéjimas nenustatytas, taciau po 9 ménesiy koncentracija sumazéjo apie 30 proc. [24].

Vieno tyrimo metu nustatyta, kad méginius laikant —70 °C temperatiiroje karotenoidy
koncentracija lieka stabili iki 10 mety [15]. Kito tyrimo metu atskleidziama, kad B-karoteno, -
kriptoksantino, liuteino + zeaksantino ir likopeno stabilumas laikant juos —77 °C temperatiroje

iSlieka iki 4 mety.

1.3.  Apibendrinimas

Nors dauguma moksliniy straipsniy teigia, kad tinkamiausia temperatiira méginiy saugojimui
yra =70 °C ir Zemesné temperatiira [24], taiau méginiy saugojimo trukmes atzvilgiu, literatiiros
duomenys yra priestaringi. Taip pat nevienareikSmiai literatiiros duomenys pastebimi ir karotenoidy
méginiy po ekstrakcijos atzvilgiu. Dauguma tyrimy atlikta vertinant tik 24 valandy i$skirto méginio
laikymo poveikj [39 — 42]. Taip pat vieni mokslininkai teigia, kad net laikant i$skirtus karotenoidus
—20 °C ar 4 °C temperatiiroje, nustatomi statistiSkai reikSmingi koncentracijos poky¢iai [24], kai tuo
tarpu Karppi ir kt. [38] atlikto tyrimo metu dauguma karotenoidy 4 °C temperattroje isliko stabiliis
iki 3 dieny.

Taigi, tyrimo dizaing pasirinkome atsizvelgdami j dazniausiai pasitaikancias praktinio darbo

aplinkybes ir prieStaringiausius literatiiros Saltiniy duomenis.
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2.1.

2.2.

2. TYRIMO METODIKA

Naudoti reagentai

e karotenoidy standartiniy medziagy tirpalai (40-150 pg/ml): karotenoidy standartinés
medziagos toluene ir cikloheksano miSinyje (1:4), liuteino ir zeaksantino standartinés
medziagos etanolyje (1:10);

e n-heksanas (Sigma-Aldrich, Vokietija);

e etanolis (Merck, Vokietija);

e petrolio eteris (B.D.H., D. Britanija);

e >99,9 proc. grynumo metanolis (Honeywell, JAV);

e >99,8 proc. grynumo tert-butilmetileteris (Honeywell, JAV);

e cchinenonas (B, p — karoten-4-onas) (Chromadex, JAV);

e Dutilhidroksitoluenas (Merck, Vokietija);

e >99, 99 proc. grynumo azoto dujos.

Prietaisai ir laboratoriniai reikmenys

e kvarciné mikrokiuveté (10 mm, 45x12, 5x12,5 mm, 700 ul) (Hellma, Vokietija);

e Slifinés skaidraus stiklo matavimo kolbutés stikliniu kamsc¢iu (Brand, Vokietija);

e 150 mm ilgio, stiklinés, negraduotos Pastero pipetés;

e spektrofotometras ,,UV-1601 (Shimadzu, Japonija);

e Ultragarsiné vonelée ,,USC100T* (VWR, Belgija);

e iSgrynintas dejonizuotas vanduo (Millipore, JAV);

e svarstyklés ,,KERN ABJ“ (KERN & SOHN GmbH, Vokietija);

e placiagurkliai chromatografiniai uzsukami rudo stiklo buteliukai (Agilent Technologies,

JAV);

e uzsukami kamsteliai su PTFE silikono tarpine (Agilent Technologies, JAV);

e Efektyviosios skys¢iy chromatografijos sistema (Shimadzu Prominence, Japonija):
o UV/regimojo spektro spektrofotometrinis detektorius, SPD-M20A,;
o Kolon¢liy termostatas CTO20AC;
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o Dujy salinimo jrenginys DGU-20A5R;
o Sistemos valdiklis CMB-20A;
o Automatinis dozatorius SIL-30AC.
o Tirpikliy tiekimo blokas LC-30AD.
e ESCh kolonélé, Stabilty 100 C30, 250 mm x 4,6 mm; daleliy dydis 5 um (Dr. Maisch
GmbH, Vokietija);
e ESCh apsauginés prieskolonélés, C30, 20 mm x 4,6 mm (Dr. Maisch GmbH, Vokietija);
e ESCh apsauginiy kolonéliy laikiklis (Dr. Maisch GmbH, Vokietija);
e stkurinis maiSytyvas ,,RS-VF10 (Phoenix instrument GmbH, Vokietija);
e mikrocentrifuga ,,Velocity” 13 p (Dynamica, JK);
e garintuvas-inkubatorius DB28125 (Barnstead Thermolyne, JAV);
e kei¢iamo ttrio mikrolitrinés pipetés ACURA, 20-200 ml ir 100-1000 ml tario (Spcorex,
Sveicarija);
e 2 ml tiirio mikromégintuvéliai;
e 250 pl tario jdéklai j plac¢iagurklius buteliukus (Agilent Technologies, JAV);
e 3aldiklis ,,ULTRAFREEZER 480 (Fiocchetti, Italija);
e 3saldiklis ,,GFL 6380 (GFL, Vokietija);

e laboratoriniai indai.

2.1 pav. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos sistema (Shimadzu Prominence, Japonija).
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2.3. Tyrimams naudoti méginiai

Tyrimui naudoti kraujo serumo méginiai buvo atrinkti i§ méginiy, skirty 2011-2015 metais
VU MF vykdyto Visuotinés dotacijos priemonés Europos socialinio fondo ir Lietuvos Respublikos
bendrojo finansavimo léSomis finansuoto projekto ,,Lietuvos populiacijos genetiné jvairove ir
sandaros Kitimai, susije su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis ligomis“ (akronimas LITGEN;
vadovas prof.habil. dr. V. Kuc¢inskas).

Buvo pasirinkti 2012 metais surinkti kraujo serumo méginiai ir i$ jy, atsitiktine tvarka
atrinkta 60 méginiy. 20 méginiy, kuriy karotenoidy koncentracijos jau buvo nustatytos 2012 metais,
panaudoti siekiant jvertinti ilgalaiki méginiy saugojimo poveiki karotenoidy koncentracijai. Like
méginiai naudoti karotenoidy stabilumo analizei, kurios metu i§ kraujo serumo isskirti karotenoidai
laikyti 22° C temperatiiroje tam tikrg laikg (24 valandas, 72 valandas ir 168 valandas). Visi méginiai
iki tyrimy laikyti Saldiklyje, —80 °C temperatiroje.

Kiekvieno tiriamojo kraujo serumo karotenoidai buvo i$skirti po du kartus. Apskaiciuotas
variacijos koeficientas tarp pakartoty méginiy koncentracijy nevirSijo 10 proc. IS viso efektyviosios
skysCiy chromatografijos sistema atlikta 240 matavimy. Vidinés standartinés medziagos

atkuriamumas 94 + 14 proc.

2.4. Karotenoidy standartiniy medZiagy tirpaly koncentracijos spektrofotometrinis

nustatymas

Buvo atliktas spektrofotometrinis karotenoidy standartiniy medziagy tirpaly tyrimas
koncentracijai nustatyti. Karotenoidy standartiniy medziagy tirpalai skiesti tam tikru tirpikliu
(heksanu, etanoliu ar petrolio eteriu) ir santykiu (1:10, 1:20 ar 1:50). Skiesty karotenoidy
standartiniy medziagy tirpaly koncentracijos iSmatuotos esant atitinkamam bangos ilgiui ir i§ gauty

rezultaty apskai¢iuota kiekvieno karotenoido standartinés medziagos tirpalo koncentracija (c):

¢ [pg/ml] = E x 1000/E19,1 cm X 10 X skiedimo faktorius

Sin atveju E=E (karotenoido standartinés medziagos tirpalo) — E (tirpiklio), (0] El%,l cm tal SPECiﬁniS EkSIinCijOS
koeficientas. Skiedimo faktorius atitinkamai 10, 20 arba 50.
Tikslus karotenoidy standartiniy medziagy tirpaly tirpikliai, bangos ilgiai ir Eis,1 cm vertés

nurodytos 2.1 lenteléje.

22



2.1 lentelé. Tirpikliy, bangos ilgio, E1%,1 cm ir skiedimo vertés naudotos karotenoidy
standartiniy medziagy tirpaly koncentracijai apskaiciuoti.

Karotenoidas Tirpiklis Skiedimas E1%,1cm Amax (NM)
Liuteinas Etanolis 1:10 2550 445
Zeaksantinas Etanolis 1:10 2480 450
Kriptoksantinas Petrolio eteris 1:20 2400 449
a-karotenas n-heksanas 1:20 2710 445
[-karotenas n-heksanas 1:20 2590 450
Likopenas Petrolio eteris 1:50 3450 470
Kantaksantinas Petrolio eteris 1:10 2220 466

2.5. Karotenoidy iSskyrimas i$ kraujo serumo méginiy

Pirmiausia j 500 pl kraujo serumo jdéta 500 pl vidinés standartinés medziagos tirpalo ir
maiSyta 1 minut¢ sGkuriniu maiSytuvu. Vidine standartine medziaga naudotas etanoliu skiestas
echinenonas (1:200 skiedimas). Karotenoidy ekstrakcijai panaudota 400 pl heksano su 0,1 proc.
butilhidroksitolueno ir méginys centrifuguotas 2 minutes, 2000 aps./min greiéiu. Po centrifugavimo
virSutinis heksano sluoksnis (2.2 pav.) perpiltas | naujag mikromégintuvélj. Ekstrakcija su heksanu
pakartota dar du kartus. Surinktas karotenoidy ekstraktas heksane (apie 1 ml) iSdZiovintas naudojant
garintuvg-inkubatoriy su §velniu azoto dujy srautu, 30 = 1 °C temperatiiroje. Gautos nuosédos (2.2
pav.) istirpintos 250 pl MeOH ir MTBE (1:1, v/v) miSinyje. Tirpalas centrifuguotas 4 minutes, 13

500 aps./min greiciu ir perkeltas | chromatografinj buteliukg su jdeklu.

2.2 pav. Karotenoidy ekstrakcija i$ kraujo serumo méginiy: kraujo serumo méginys uzpiltas
heksanu ir nucentrifuguotas (kairéje) ir karotenoidy ekstraktas iSdziovintas azoto dujy srautu
(desinéje).
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2.6. Karotenoidy standartiniy medziagy tirpaly paruoSimas chromatografijai

Karotenoidy standartiniy medziagy tirpalai laikyti Saldiklyje -20°C temperaturoje atSildyti, o

nuosédos paSalinamos naudojant ultragarsing vonele. Buvo pagaminti kiekvieno karotenoido

standartinés medziagos serijiniai skiedimai su judrigja faze (MeOH:MTBE (1:1,v/v)): 1:10, 1:20,

1:50, 1:100, 1:250 ir 1:500 santykiu. Paruosti skiedimai naudoti chromatografiniam tyrimui.

IS gauty chromatografijos rezultaty ir spektrofotometriniu biidu nustatyty karotenoidy

standartiniy medziagy tirpaly koncentracijy (2.4 skyrius) buvo sudarytos kiekvieno karotenoido

standartinés medziagos kalibracinés kreivés ( 2.3 pav.).
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2.3 pav. Karotenoidy standartiniy medziagy kalibracinés kreivés.
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2.7.  Chromatografinis karotenoidy iSskyrimas ir nustatymas

Chromatografijos tyrimai atlikti naudojant efektyviosios chromatografijos sistema
(Shimadzu Prominence, Japonija). Pasirinkta C30 (250 mm x 4,6 mm; daleliy dydis 5 um) ESCh
kolon¢l¢ ir apsaugine prieskolon¢lé (C30, 20 mm x 4,6 mm). Kolon¢lés temperatira 23+1°C,
injekuoto méginio taris — 30 ul. Naudota dvikomponenté judrioji fazé i§ metanolio ir MTBE, kurios
tekmés greitis 1,3 £ 1 ml/min. Buvo pasirinkta gradientiné eliucija, kurios parametrai nurodyti
2.2 lenteléje. Vieno méginio chromatografinés analizés laikas — 40 min.

Karotenoidy detekcijai naudotas UV ir regimojo spektro spinduliy spektrofotometrinis
detektorius, pasirinktas bangos ilgis — 450 nm, i$skyrus likopena, kuris detektuojamas ties 470 nm

bangos ilgiu. 2.4 paveiksle pateikiamas kraujo serumo karotenoidy chromatogramos pavyzdys.

2.2 lentelé. Dvikomponentés judriosios fazés sudéties kitimas ESCh tyrimo metu.

Laikas (min.) MEOH (%) MTBE (%)
0,01 90 10

35 51,1 48,9

38 90 10

40 90 10

mAU
25—_ o PDA Multi 1 450nm . 4nm
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10+
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2.4 pav. Kraujo serumo karotenoidy chromatogramos pavyzdys.
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2.8. Statistiné analizé

Duomeny statistiné analiz¢ atlikta Microsoft Office Excel 2007 ir R 3.5.0 statistinémis
programomis. Kiekybiniai duomenys aprasomi aritmetiniu vidurkiu, standartiniu nuokrypiu,
mediana ir kvartiliy skirtumu. Taip pat skirtumai tarp duomeny pateikti procentine israiska.
Duomeny pasiskirstymo pagal normalyjj désnj hipotezei patikrinti naudotas Sapiro-Vilko testas.
Skirtumy reik§mingumui tarp duomeny grupiy jvertinti taikytas parametrinis Stjudento t-Kriterijus
priklausomoms imtims. Jei duomenys neatitiko normaliojo skirstinio, skirtumams nustatyti naudotas
neparametrinis Kriterijus — Vilkoksono zenkly kriterijus. Rezultatai laikomi statistiskai reikSmingais,
kai p <0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1.  llgalaikio méginiy saugojimo jtaka kraujo serumo karotenoidy koncentracijai

2012 metais nustatytos dvideSimties pacienty kraujo serumo karotenoidy koncentracijos
buvo pakartotinai iSmatuotos 2018 metais. Kaip ir 2012 metais taip ir 2018 metais maziausia
koncentracija pacienty kraujo serumo méginiuose nustatyta zeaksantino, o didZiausia B-karoteno
(3.1 pav.).
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3.1 pav. Vidutinés pavieniy karotenoidy koncentracijos iSmatuotos 2012 metais, ir po 6 mety.

27



[vertinta kaip pakito karotenoidy koncentracija —80 °C temperatiiroje 6 metus laikytuose
kraujo serumo méginiuose. Nustatyta, kad visy pavieniy karotenoidy vidutinés koncentracijos
sumazgjo, i§skyrus zeaksanting, kurio koncentracija padidéjo per 0,001 pmol/l. Tadiau zeaksantino
teigiamas pokytis nustatytas kaip statistiSkai nereikSmingas (p=0,2943). Visy kity pavieniy
karotenoidy kaip liuteino, kantaksantino, kriptoksantino, o-karoteno, B-karoteno ir likopeno
koncentracijy poky¢iy reik§més buvo statistiskai reikSmingai sumazéjusios (p <0,05) (3.1 lentelé).

Isreiskus karotenoidy koncentracijy pokyc¢ius procentine israiska (3.1 lentelé) pastebéta, kad
likopeno pokytis didziausias — per 6 metus sumazéjo perpus (53 proc.), kriptoksantino ir - karoteno
sumazéjo apie 40 proc., o kantaksantino ir liuteino vidutiné koncentracija sumazéjo trecdaliu
(30 proc.). Vienintelio zeaksantino atveju buvo stebimas teigiamas koncentracijos pokytis (padidéjo

15 proc.).

3.1 lentelé. Karotenoidy koncentracijy, matuoty 2012 ir 2018 metais, apraSomosios charakteristikos,
procentinis pokytis ir p reikSmés.

Karotenoidy koncentracija (umol/l) )
. . . Pokytis p
Vidurkis £ SN Mediana £ KS
(%) | reik§mé
2012 m. 2018 m. 2012 m. 2018 m.

Liuteinas 0,256 0,178 = 0,251 + 0,185+ *

0,126 0,069 0,187 0,093 -31 0,0005
Zeaksantinas 0,007 0,008 + 0,007 + 0,007 +

0,004 0,004 0,006 0,006 *15 | 0.2043

Kantaksantinas 0,060 0,042 + 0,049 + 0,035+ *
0,047 0,031 0,036 0,023 -30 0,0003

Kriptoksantinas 0,155 + 0,091 + 0,131 + 0,063 = *
0,103 0,061 0,088 0,067 -41 | 0,0002

a-karotenas 0,152 + 0,123 + 0,128 + 0,114 + «
0,111 0,097 0,144 0,084 -19 0,0032

B-karotenas 0,737 0,439 + 0,722 + 0,316 + i *
0,453 0,313 0,479 0,307 40 10,0000

Likopenas 0,711 + 0,334 + 0,553 + 0,304 + *
0,418 0,175 0,394 0,150 -53 | 0,0000

Bendra 2,079 £ 1,215+ 1917+ 1,199 + i *
koncentracija | 0,993 0,590 1,082 0,496 42| 0,0000

*— statistiSkai reik§Smingas skirtumas (p <0,05), SN — standartinis nuokrypis, KS — kvartiliy

skirtumas.

Tyrimo metu taip pat apskai¢iuotos ir palygintos bendros karotenoidy koncentracijos 2012 ir

2018 metais (3.2 pav.). Kadangi daugumos pavieniy karotenoidy koncentracijos buvo sumazéjusios,
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tad ir bendra karotenoidy koncentracija per 6 mety trukmés laikotarpj taip pat sumazéjo. 42 procenty

sumazg¢jimas buvo nustatytas kaip statistiskai reikSmingas (p <0,05).
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3.2 pav. Bendra karotenoidy vidutiné koncentracija 2012 ir 2018 metais.

3.2. Kraujo serumo karotenoidu koncentracijos stabilumas po ekstrakcijos

Karotenoidai tampa ypac¢ jautrlis jvairiems veiksniams po jy ekstrakcijos i$ biologiniy
méginiy, o0 jy koncentracijos nustatymas efektyviosios skysc¢iy chromatografijos metodu gali
uztrukti ar ne visada gali buti atliktas ta pacia dieng. Siekiant nustatyti ar méginio laikymo laikas
tam tikromis salygomis turi jtakos karotenoidy koncentracijoms, i§ kraujo serumo iSskirti
karotenoidy méginiai buvo laikomi kambario temperattroje (22°C) ir tam tikrais laiko momentais
nustatytos jy koncentracijos. Pirmiausia buvo nustatytos pradinés koncentracijos (0 h), kada
meéginiai iSanalizuoti iSkart po iSskyrimo, o véliau koncentracijos vél nustatytos po 24, 72 ir 168
valandy.

I§ pradziy, dél riboto méginio tario (250 pl) ir tirpiklio garavimo, buvo nustatyta 24 valandy
trukmés jtaka karotenoidy koncentracijoms, o su kita méginiy grupe nustatytas 72 valandy ir 168

valandy i$skirto méginio laikymo trukmés poveikis karotenoidy koncentracijai.
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3.2.1. 24 valandy trukmés i$ kraujo serumo iSskirty méginiuy laikymo poveikis karotenoidy

koncentracijai

Po ekstrakcijos méginiai buvo iSkart iSanalizuoti ESCh metodu ir apskaiciuotos pradinés
karotenoidy koncentracijy vertés. Véliau méginiai laikyti ESCh sistemoje, 22 °C temperatiiroje ir po
24 valandy pakartotinai iSmatuotos jy karotenoidy koncentracijos. 3.3 paveiksle pavaizduotos
vidutinés pavieniy karotenoidy koncentracijos nustatytos pradiniu laiku (0 h) ir po 24 valandy
(24 h). Pastebéta, kad kai kuriy pavieniy karotenoidy koncentracijos, Kaip liuteino, kriptoksantino, a
ir B karoteny ir likopeno, koncentracijos sumazéja jau po 24 valandy, o zeaksantino ir kantaksantino
vidutinés koncentracijos visiSkai nesiskiria. Taciau jvertinus skirtumy reikSmingumsg, buvo

nustatyta, kad visi skirtumai yra statistiskai nereikSmingi (p >0,05) (3.2 lentelé).
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3.3 pav. Vidutinés pavieniy karotenoidy koncentracijos iSkart po ekstrakcijos (0 h) ir praéjus 24
valandoms (24 h).
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3.2 lentelé. Karotenoidy koncentracijy, matuoty iSkart po ekstrakcijos ir po 24 valandy,

aprasomosios charakteristikos, procentinis pokytis ir p reikSmés.

Karotenoidy koncentracija (umol/l)

- . . Pokytis p
Vidurkis £ SN Mediana = KS
(%) | reikSmeé
0Oh 24 h 0Oh 24 h

. 0,209 + 0,195 +

Liuteinas 0,254 + 0,111 | 0,241 £ 0,102 0,136 0124 -5 0,0984
] 0,014 + 0,015 +

Zeaksantinas 0,017 £ 0,007 | 0,017 = 0,007 0,007 0,008 -2 0,5958
) 0,031 + 0,029 +

Kantaksantinas | 0,037 + 0,022 | 0,037 + 0,020 0,024 0,019 0 0,7841
) . 0,111 + 0,120 +

Kriptoksantinas | 0,159 + 0,122 | 0,155 £ 0,112 0,165 0,172 -2 0,0637
0,234 + 0,233 +

a-karotenas 0,223+0,112 | 0,214 +£ 0,102 0,209 0,193 -4 0,6048
0,698 + 0,650 +

B-karotenas 0,682 + 0,358 | 0,645 + 0,322 0,622 0,500 -5 0,3625
] 0,406 + 0,387 +

Likopenas 0,471 +£0,270 | 0,467 £ 0,235 0,302 0,269 -1 0,8695
Bendra 1,865 + 1,855 +

koncentracija 1,842+0,793 | 1,77 +£0,711 1298 1123 -4 0,2990

SN — standartinis nuokrypis, KS — kvartiliy skirtumas.
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3.4 pav. Bendra karotenoidy koncentracija iSkart po ekstrakcijos (0 h) ir po 24 valandy

i§skirto méginio laikymo 22 °C temperatiiroje (24 h).
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Taip pat apskaiCiuota bendra karotenoidy koncentracija ir palygintas vidutinis koncentracijos

pokytis po 24 valandy (3.4 pav.). Kaip ir pavieniy karotenoidy, taip ir bendra karotenoidy

koncentracija po 24 valandy iSskirto méginio laikymo statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo

pradzioje iSmatuotos koncentracijos (3.2 lentelé).

3.2.2. 72 valanduy i$ kraujo serumo iSskirty méginiy laikymo poveikis karotenoidy

koncentracijai
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3.5 pav. Vidutinés pavieniy karotenoidy koncentracijos iSkart po ekstrakcijos (0 h) ir po 72

valandy i$skirto méginio laikymo 22 °C temperatiiroje.
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ISkart po ekstrakcijos nustatytos pradinés karotenoidy koncentracijy vertés ir méginiai
palikti ESCh sistemoje, 22°C temperatiiroje. Po 72 valandy vél nustatytos ty paciy meginiy
karotenoidy koncentracijos. 3.6 paveiksle pavaizduotas bendros karotenoidy vidutinés
koncentracijos pokytis po 72 valandy, o vidutinés pavieniy karotenoidy koncentracijos pradzioje ir
po 72 valandy trukmés laikymo pavaizduotos 3.5 paveiksle. Matoma, kad kai kuriy karotenoidy
koncentracijos sumazéja, 0 kai kuriy padidéja. Liuteino, zeaksantino ir kriptoksantino
koncentracijos padidéja, o a ir B karoteno, kantaksantino bei likopeno koncentracijos sumazéja.
Statistiskai reik§Smingas pokytis nustatytas tik o-karoteno atveju p <0,05). Jo koncentracija po 72
valandy trukmeés iSskirto méginio laikymo sumazéja 9 proc. Visy kity pavieniy karotenoidy ir
bendros karotenoidy koncentracijos pokyciai lyginant pradines koncentracijas ir po 72 valandy buvo

statistiSkai nereikSmingos (3.3 lentelé).
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3.6 pav. Bendra karotenoidy koncentracija iSkart po ekstrakcijos (0 h) ir po 72 valandy
i§skirto meginio laikymo 22 °C temperatiiroje.
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3.3 lentelé. Karotenoidy koncentracijy, matuoty iskart po ekstrakcijos ir 72 valandy, apraSomosios

charakteristikos, procentinis pokytis ir p reikSmes.

Karotenoidy koncentracija (nmol/l) )
Pokytis p
Vidurkis £ SN Mediana + KS (%) reik¥me
Oh 72 h Oh 72 h
Liuteinas 0,237 £ 0,242 + 0,233 + 0,207 +
0,088 0,106 0,119 0141 | *2 | 04091
Zeaksantinas 0,017 + 0,018 + 0,016 + 0,016 +
0,006 0,007 0,007 0,009 *7| 01055
Kantaksantinas 0,043 £ 0,039 £ 0,032 + 0,031 + 9 0.9854
0,030 0,022 0,034 0,026 ’
Kriptoksantinas 0,157 + 0,163 + 0,128 + 0,121 +
i 0,112 0,121 0,156 0,153 4 | 0,204
a-karotenas 0,213 + 0,195 + 0,217 + 0,203 + i «
0,100 0,091 0,119 0,151 9 | 00244
-karotenas 0,659 * 0,608 + 0,690 + 0,610 ]
' 0,322 0,286 0.385 0.424 8 | 00677
Likopenas 0,467 0,445 + 0,379 + 0,408+ ]
P 0,235 0,212 0,370 0,318 S 0,0826
Bendra 1,792+ | 1,708+ 1889+ | 1705 | o | 41106
koncentracija 0,671 0,620 0,920 0,765 ’

*_ statistiskai reik§mingas skirtumas (p <0,05), SN — standartinis nuokrypis, KS — kvartiliy

skirtumas.

3.2.3. 168 valandy i§ kraujo serumo iSskirty méginiy laikymo poveikis karotenoidy

koncentracijai

Tie patys i8 kraujo serumo isskirti karotenoidy méginiai, kurie buvo iSmatuoti po 72 valandy
trukmés laikymo, buvo toliau palikti ESCh sistemoje, 22 °C temperatiiroje, ir vél iSmatuotos jy
koncentracijos praéjus 168 valandoms (savaité). 3.7 paveiksle pavaizduotos vidutinés pavieniy
karotenoidy koncentracijos nustatytos tyrimo pradzioje ir po 168 valandy. Kaip ir 72 valandy atveju,
taip ir po 168 valandy stebimas ty paciy pavieniy karotenoidy koncentracijos maz¢jimas (o ir B
karoteno, likopeno) ar didéjimas (liuteino, zeaksantino, kriptoksantino). Bendra karotenoidy
koncentracija iSskirtuose meéginiuose taip pat sumazéja kaip ir kai kuriy pavieniy karotenoidy
koncentracijos (3.8 pav.). Isskirtus karotenoidy méginius laikant savait¢ 22°C temperatiiroje stebimi

didesni procentiniai pokyciai. Labiausiai $iuo atveju sumazéja likopeno koncentracija — palyginus su
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pradine koncentracija verté sumazeja perpus (50 proc.). Maziausias procentinis pokytis po savaités

stebimas kantaksantino koncentracijos atveju (padid¢ja 7 proc.). Likusiyjy pavieniy karotenoidy,

kaip ir bendros karotenoidy koncentracijos pokyciai svyruoja apie 20-30 proc. Ivertinus pokyciy

statistinj reikSminguma, nustatyta, kad po ekstrakcijos méginius laikant savaitg 22 °C temperatiiroje,

visy pavieniy karotenoidy ir bendra karotenoidy koncentracija skyrési statistiSkai reikSmingai

(p <0,05) (3.4 lentelé).
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3.7 pav. Vidutinés pavieniy karotenoidy koncentracijos iSkart po ekstrakcijos (0 h) ir praéjus 168

valandoms po i$skirto méginio laikymo 22 °C temperatiroje.
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Vidutiné koncentracija, [umol/I]
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3.8 pav. Bendra karotenoidy koncentracija iskart po ekstrakcijos (0 h) ir po 168 valandy.

3.4 lentelé. Karotenoidy koncentracijy, matuoty iskart po ekstrakcijos, 72 valandy ir 168 valandy

aprasomosios charakteristikos, procentinis pokytis ir p reikSmés.

Karotenoidy koncentracija (nmol/l)

- . - Pokytis p
Vidurkis + SN Mediana + KS
(%) reik§meé
Oh 168 h 0Oh 168 h
Liuteinas 0,237 + 0,291 + 0,233 + 0,265 + «
Zeaksantinas 0,017 + 0,023 + 0,016 + 0,021 + N
0,006 0,009 0,007 bots | 2 | 00000
Kantaksantinas | 0043 % 0,046 + 0,032 + 0,034 + N
0,030 0,032 0,034 0.025 +7 | 00192
Kriptoksantinas | 0,157 % 0,188 + 0,128 + 0,162 + N
i 0,112 0,133 0,156 0,172 +20 10,0000
a-karotenas 0,213 + 0,141 + 0,217 + 0,147 + i «
0,100 0,068 0.119 0.098 34 | 0,0000
-karotenas 0,659 + 0,435 + 0,690 + 0,421 + ) «
Likopenas 0,467 + 0,234 + 0,379 + 0,214 + ] .
i 0,235 0,143 0,370 0,110 50 | 0,0000
Bendra 1,792 + 1,358 + 1889+ | 1376 | . | 50000+
koncentracija 0,671 0,524 0,920 0,702 '

*— statistiSkai reik§Smingas skirtumas (p <0,05), SN — standartinis nuokrypis, KS — kvartiliy

skirtumas.
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3.3.  E-likopeno ir Z-likopeno izomery poky¢iai i§ kraujo serumo isskirtuose ir 24, 72 ir 168

valandas laikytuose méginiuose

Yra zinoma, jog likopenas tampa jautrus veikiant jvairiems iSoriniams aplinkos veiksniams
ir yra ypac linkgs izomerizuotis. Manoma, kad mazéjant E-likopeno, Z-likopenas yra linkes didéti
[56]. Kadangi misy tyrimo metu likopenas nustatytas kaip pats jautriausias karotenoidas, buvo
analizuojami E-likopeno ir Z-likopeno koncentracijos poky¢iai laiko atzvilgiu.

3.9 paveiksle pateikiamos likopeno standartinés medziagos ir vieno i§ tiriamyjy kraujo
serumo karotenoidy méginio chromatogramos, kuriose i$skiriamas E-likopeno pikas ir Z-likopeno
pikai. Tyrime pateikiama bendra Z-likopeno izomery koncentracija, neivardijant tiksliy izomery (5-
Z,9-Z,13-Z, 15-Z ir kt.).
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3.9 pav. E-likopeno ir Z-likopeno izomery chromatogramy pavyzdziai. VirSuje likopeno
standartinés medziagos (skiedimas 1:10) chromatograma, apacioje i§ paciento kraujo serumo

i8skirto likopeno chromatograma.
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3.10 paveiksle pavaizduota kaip keiciasi bendro likopeno, E-likopeno ir Z-likopeno
vidutinés koncentracijos, po ekstrakcijos méginius laikant 24 valandas. Pastebéta, kad po 24 valandy

likopeno ir E-likopeno koncentracija sumazéja o Z-likopeno izomery padidéja.

Z-likopenas

E-likopenas

Likopenas

0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250 0.300 0.350 0.400 0.450 0.500

Vidutiné koncentracija, [pumol/I1]

3.10 pav. Bendro likopeno, E-likopeno ir Z-likopeno poky¢iai po 24 valandy trukmés isskirto

meginio laikymo.

Pokycius iSreiSkus procentais ir statistiSkai patikrinus jy reikSminguma, nustatyta, kad E-
likopeno sumazg¢jimas yra statistiSkai reikSmingas (p <0,05), kai tuo tarpu Z-likopeno padidéjimas

visgi laikomas statistiskai nereik§Smingu (p=0,2943) (3.5 lentelé).

3.5 lentelé. E-likopeno ir Z-likopeno koncentracijy, matuoty iskart po ekstrakcijos ir 24 valandy
aprasomosios charakteristikos, procentinis pokytis ir p reikSmés.

Karotenoidy koncentracija (umol/l) )
i i i Pokytis p
Vidurkis £ SN Mediana + KS
(%) | reik§mé
oh 24 h oh 24h
. 0310+ | 0290+ 0,270 + 0,254 + .
E-likopenas 0,188 0,168 0,162 0,159 6| 0,0001
. 0169+ | 0177+ 0,158 + 0,155 +
Z-likopenas 0,082 0,071 0,095 0,103 *4 | 02943

*_ statistiS$kai reik§Smingas skirtumas (p <0,05), SN — standartinis nuokrypis, KS — kvartiliy

skirtumas.
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Nagrinéjant rezultatus méginiy, kurie buvo laikomi 72 valandas ir 168 valandas, nebuvo

pastebéta, kad mazéjant likopeno koncentracijai, Z-izomery spar¢iai didéty (3.11 pav.). PrieSingai,

Z-likopeno izomery koncentracija sumazgjo tiek po 72 valandy (10 proc.), tiek po 168 valandy

(45 proc.).

Vidutiné karotenoidy koncentracija, [pumol/l]
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0.000
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0.234

0.164
0.147 0.143

0.090

Oh 72h 168h

Laikas

= | ikopenas
= [-likopenas

Z-likopenas

3.11 pav. Bendro likopeno, E-likopeno ir Z-likopeno poky¢iai po 72 ir po 168 valandy trukmés
1§skirto méginio laikymo.

Taciau reikéty paminéti, kad bendra likopeno koncentracija ir E-likopeno koncentracija

linkusi mazéti panasiu grei¢iu. Tuo tarpu Z-likopeno koncentracija po 72 valandy sumazéja grei¢iau

nei E-likopeno, taciau po 168 valandy Z-likopeno sumazéja 45 proc. lyginant su E-likopeno 54 proc.

Sumazéjusi koncentracija po 72 valandy nustatyta kaip statistiskai nereikSmingas pokytis, tuo tarpu

koncentracijos sumaz¢jimas po 168 valandy yra statistiSkai reikSmingas tiek E-likopeno, tiek Z-

likopeno atveju (3.6 lentelé).
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3.6 lentelé. E-likopeno ir Z-likopeno koncentracijy, matuoty iskart po ekstrakcijos, 72 valandy ir
168 valandy aprasomosios charakteristikos, procentinis pokytis ir p reik§més.

Karotenoidy koncentracija (numol/l)

Vidurkis £ SN Mediana = KS

Pokytis (%0) p reik§mé

Oh | 72h | 168h | Oh | 72h [168h | 72h | 168h | 72h | 168 h
0,303 | 0,298 | 0,143 | 0,241 | 0,268 | 0,139

E-likopenas + + + + + + -2 -54 0é628 O’OS 00
0,170 | 0,176 | 0,100 | 0,269 | 0,278 | 0,092
0,164 | 0,147 | 0,090 | 0,149 | 0,135 | 0,078

Z-likopenas * * * * * * -10 -45 Oé%S 0’0,9 00
0,087 | 0,055 | 0,047 | 0,071 | 0,056 | 0,048

*_ statistiS$kai reik§mingas skirtumas (p <0,05), SN — standartinis nuokrypis, KS — kvartiliy
skirtumas.

3.4. Rezultaty aptarimas

Vertinant karotenoidy stabiluma kraujo serumo méginiuose, laikytuose —80 °C temperatiiroje
6 metus, pastebéta, kad tiek pavieniy, tiek bendra karotenoidy koncentracija pakinta reik§mingai
(p<0,05): liuteino sumazéja 31 proc., kantaksantino 30 proc., kriptoksantino 41 proc., a-karoteno 19
proc., p-karoteno 40 proc., bendra koncentracija 42 proc. Stabiliausias S$iuo atveju buvo
zeaksantinas, kurio koncentracija pakilo 15 proc. (nuo 0,007+£0,004 iki 0,008+0,004 pumol/l). Tai
vienintelis karotenoidas, kurio koncentracija $io tyrimo metu padidéjo ir pokytis buvo nustatytas
kaip statistiSkai nereikSmingas (p=0,2943). Taciau, tokia iSimtis kaip manoma galéjo jvykti dél itin
mazos zeaksantino koncentracijos ir tyrimy metu, 2012 ir 2018 metais, naudoty skirtingy
kalibraciniy kreiviy. Analizuojant duomenis nustatyta, kad likopeno koncentracija pasikeite
labiausiai — sumazéjo 53 proc. (nuo 0,711+0,418 iki 0,334+0,175 pumol/l). Moksliniy straipsniy
duomenimis ilgalaikiam stabilumui uztikrinti rekomenduojama —70 °C ir Zemesné temperatiira,
taciau dél méginiy laikymo trukmés moksliniy tyrimy rezultatai yra priestaringi. Pagal Su ir kt. [24],
méginius laikant —77 °C temperatiiroje karotenoidy koncentracijos stabilios iSlieka tik iki 4 mety,
nors Tworoger ir Hankinson [15] teigia, jog laikant méginius —70 °C temperatiiroje karotenoidy
stabilumas méginyje gali iSsilaikyti iki 10 mety.

Dauguma moksliniy tyrimy nagrinéja karotenoidy stabilumg iki méginio ekstrakcijos — kaip
karotenoidy koncentracija veikia jvairlis veiksniai jiems dar esant kraujyje, kraujo plazmoje ar
serume. Tokiy tyrimy, kurie analizuoty kaip kei€iasi méginio stabilumas po ekstrakcijos néra daug,

tik yra Zinoma, jog iSskyrimo metu karotenoidai tampa ypac jautris Silumai, Sviesai, deguoniui ir
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rugstims [59]. Miisy tyrimo metu buvo nustatyta kaip keiciasi i§ kraujo serumo iSskirty karotenoidy
koncentracijos laiko atzvilgiu, méginius laikant kambario temperattroje (22 °C). Tiriant 24 valandy
trukmeés laikymo poveikj, tyrimas patvirtino pries tai atlikty moksliniy tyrimy rezultatus, kad isskirti
karotenoidai 24 valandas iSlieka visi$kai stabillis nepriklausomai nuo temperattiros. Tyrimo metu
gauti karotenoidy vidutiniy koncentracijy skirtumai buvo nustatyti kaip statistiSkai nereikSmingi
(p >0,05).

Po 72 valandy trukmeés laikymo buvo pastebéta, jog dauguma pavieniy karotenoidy ir bendra
karotenoidy koncentracija iSlieka stabilios, iSskyrus a-karotena, kurio koncentracija po 72 valandy
statistiS8kai reik§mingai (p <0,05) sumazéja 9 proc. Kity mokslininky tyrimuose randami panasis
rezultatai — Karppi ir kt. [14] atlikto tyrimo metu a-karoteno koncentracija sumazéjo 11 proc. jau po
2 dieny laikant i$skirtus méginius 4 °C temperatiiroje.

Vertinant savaités laikymo trukmés rezultatus galima teigti, jog tiek pavieniy karotenoidy,
tiek bendros karotenoidy koncentracijos pokyc€iai yra statistiskai reik§Smingi (p <0,05) ir tokiy
méginiy vertinimas jau néra tinkamas. Tokiy pavieniy karotenoidy kaip liuteino, zeaksantino,
kantaksantino ir kriptokantino koncentracijy laipsniska didéjimg galime sieti su méginio tirpiklio
garavimu, kadangi laikymo metu méginiai nebuvo saugomi nuo garavimo, todél galéjo
koncentruotis. Tac¢iau tokiy pavieniy karotenoidy kaip likopeno, a. ir p karoteny koncentracijos buvo
linkusios mazéti, taigi ir méginiui koncentruojantis, $iy karotenoidy degradacija yra pakankamai
greita. Aiskiai i$siskyré ir vienu jautriausiu karotenoidu tyrimo metu nustatytas likopenas, kurio
koncentracija po 168 valandy sumazéjo 50 proc. Lyginant su kity mokslininky pateiktomis
iSvadomis, rezultatai yra gana panasiis. Vieno tyrimo metu nustatyta, kad iSskirtus méginius savaite
laikant 4 °C temperatiiroje, likopeno ir a-karoteno koncentracijos sumazéja daugiau nei 20 proc.
[14]. Taciau pateikiami ir tokie tyrimo rezultatai, kuriy metu i$skirtus méginius laikant 4 °C ir —20
°C temperatiiroje, koncentracijy skirtumai nustatyti statistiSkai reikSmingais, o laikant meéginius
kambario temperatiiroje, rezultaty kintamumas buvo mazesnis [24].

Tyrimy metu nustatyta, kad i§ visy tirty pavieniy karotenoidy, likopenas yra vienas
jautriausiy ir jo koncentracija yra linkusi mazéti daugiausiai. Tai patvirtinantys rezultatai buvo gauti
tiriant tieck 6 mety kraujo serumo karotenoidy koncentracijas, tiek iSskirty karotenoidy méginius
laikant tam tikrg laikg. Kai kuriuose moksliniuose straipsniuose teigiama, kad likopeno jautrumas
priklauso nuo jo polinkio izomerizuotis ir mazéjant E-likopeno koncentracijai, Z-likopeno izomery
daugéja [24, 56]. Todél Siame tyrime buvo bandyta ieSkoti sgsajy tarp likopeno koncentracijos
mazejimo ir Z-likopeno izomery koncentracijos. Buvo pastebéta, kad po 24 valandy laikymo E-
likopeno koncentracija sumazgja, o Z-likopeno izomery padidéja, taciau labai neZymiai
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(4 proc., p=0,2943). Tuo tarpu 72 valandy ir 168 valandy laikymo atveju pokycius jvertinti tiksliai
yra gana sunku, kadangi tiek E-likopeno, tiek Z-likopeno per savait¢ laiko gana stipriai sumazéja.
Tokie rezultatai i$ dalies patvirtina Murakami ir kt. [49] pateiktas iSvadas, kad E-likopeno ir Z-
likopeno stabilumas yra pakankamai panaSus. Tacdiau verta paminéti, jog po savaités laikymo laiko
palyginus likopeno rezultatus, pastebéta, kad E-likopenas sumazéja labiau (54 proc.), negu
Z-likopenas (45 proc.). Visgi siekiant patvirtinti E-likopeno ir Z-likopeno sgsajas, reikéty tiksliau
istirti konkrecius Z-likopeno izomerus ir jy koncentracijy pokycius.

Apibendrinant gautus tyrimy rezultatus, galima teigti, jog i§ kraujo serumo iSskirty
karotenoidy méginiai gali buti laikomi 22 °C temperatiiroje, 24 valandas, be jokiy statistiSkai

reik§mingy koncentracijos poky¢iy tiek bendros, tiek pavieniy karotenoidy koncentracijos atzvilgiu.
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ISVADOS

1. Kraujo serumo méginiy, skirty karotenoidy koncentracijai tirti, saugojimas —80 °C
temperatiroje 6 metus sumazina karotenoidy koncentracijas statistiSkai reikSmingai
(p <0,05): liuteino 31 proc., kantaksantino 30 proc., kriptoksantino 41 proc., a-karoteno

19 proc., B-karoteno 40 proc., likopeno 53 proc., bendra karotenoidy koncentracija 42 proc.

2. I8 kraujo serumo iSskirti karotenoidai, 22 °C temperatiroje, iSlieka stabilus iki 3 pary,
iSskyrus a-karotena, kurio koncentracija sumazéja 9 proc. (p <0,05). Po 168 valandy méginiy
latkymo trukmés, nustatyta, kad tiek pavieniy karotenoidy, tiek bendra karotenoidy

koncentracija statistiSkai reikSmingai pakito lyginant su pradinémis koncentracijomis.

3. Z - likopeno izomery vidutinés koncentracijos kitimas laike yra panasus kaip E - likopeno.
Tyrimo metu nepastebéta, kad mazéjant E-likopeno koncentracijai, Z-likopeno koncentracija
buty linkusi didéti.
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SUMMARY

Effects of sample preparation and storage conditions on serum carotenoid

concentrations

The aim of the study: To evaluate the effects of sample preparation and storage conditions on

serum carotenoid concentrations.

Objectives: To determine changes of carotenoid concentrations in serum samples that were stored
at —80 °C. To determine changes of carotenoid concentrations, extracted from serum sample,
considering the time taken before the analysis. To evaluate concentration changes of lycopene

isomers from extracted serum samples after 24, 72 and 168 hours.

Methods: 60 serum samples of different patients were used in this research. 20 of the samples were
involved in a long term investigation, where carotenoid concentrations were determined and
compared in 2012 and in 2018. 40 patients serum samples were used in carotenoid stability analysis,
where extracted serum samples were stored at 22 °C for 24, 72 and 168 hours. Concentration of
carotenoids was measured using a high performance liquid chromatography (HPLC) method.

Microsoft Office Excel 2007 and R 3.5.0 programs were used for the statistical analysis.

Results and conclusions: Carotenoid concentrations decreased significantly (p <0,05) when serum
samples were stored at —80 °C for six years: lutein by 31 %, canthaxanthin by 30 %, cryptoxanthin
by 41 %, a-carotene by 19 %, B-carotene by 40 %, lycopene by 53 % and the total carotenoid
concentration by 42 %. It was found that carotenoids extracted from serum samples were stable at
22°C for up to 72 hours, except a-carotene, which concentration decreased significantly (p <0,05).
After 168 hours initial concentration of all carotenoids was changed significantly. It was also
determined that concentration of Z-lycopene isomer changes are similar to E-lycopene’s and it was
not detected that decreasing of E-lycopene’s concentration is related to increasing of Z-lycopene

isomers concentration.

Key words: carotenoids, stability, HPLC.
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