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Povzetek

V. nal ogi smo gel el] Kinvasadju Zni zelenjaviZanwnala ras je s t Vi
vsebnost vitamia K1 v d o ma | kapijenem rsadju ter zelenjaglede na prisotnost

pesticidov v sadju in zelenjavi, glede na pigment v sadju in glede na toplotno obdelavo sadja.

V dveh razl | ni h v r st aihurstijl eetboshhéez viins o&m| ol | j i vostno
kromatografijo, ki je potekala na reverzni fa@PLC-RP), in z UV-detekcijod ol o| al i

koncentracijo vitamiaK.

Dol olitev koncentdaema]| emvi b a kizgrhjgvigerpekarals a dj u

daimad mal| a r | &aste neposrbdad vazemlli el j o koncentuygkatci j o v
domal e jranbyosimith@plody Kupl j ena rijmar amdrejb@ud akoncer
vitamina K; kot kupljeno jabolko kstar. Ugotovili smo, damor amo up o drugev at i |

dejavnike, ki lahko vplivajo na koncentracijo vitaminawsadju in zelenjavi.

Na podl ag koncdntrdcie Ivitarniav ke glede na prisotnogbesticidov v sadju in
zelenjavismougotovili, d a | sadjs dli zaelehjavd eal svojim razvojenizpostavljena

pesticidom, se je koncentracija vitaminawnjijuz manj gal a.

Do | o |konteatracije vitamina Kglede na pigment sadjuje pokazalada rastline, ki

vsebujejo vedopkvidezbof | ael earej vsebujejo tudi

Na podl agi d ol o Vitanmina & glkde ma& wmthor cbdelavp esadja smo
ugotovili, da ima pred ekstrakcijo toplotno obdel
Ky kot surovo jabolka st e vr st e. Vrezultatispp s tv Jite@turi naletel@ay i m

dr ugal n eSklppamodahko,easm@mitopl| ot ni obdel avi pomembna

toplotne obdel ave ¢givil a.

Z osveglanjem | j ud kisodeluppo koagulacijikevi in j@auravnaa teK
je pomemben tudi v procesuimeralizagje kosti, i n s p ani podakkiro ev§elgnosti

vitaminakev r azl i | dahkop @s ki beélhi bza kakovostnejge ¢
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1 Uvod

1.1 Splosno

Leta 1929 so prvil posumi |l i, da obstaja s
krvavenagsno ljseaoDam na Danskem proul eval de
opravljal poskussgi anci , ki ji h mel dairmaag |l olsa mpir.esédiNeaknol i
je njegovim raziskavamrpi dr u gi | g e kupajdta Glkrita obstejsribg, kije S

obpomanj kanju | ipidov o0zir omazvala&kgdvenb vernin nj i
t ki v. Leta 1936 sta dokonlno i zolkbaguatioa s nov

vitamin, od tod tudi ime vitamin K. Odeta 1935 so ga delno izolirali iz razmistlin leta

1939 pa so ga i1zdelali sintetilno (1).

Vitamin K je skupina lipofilnih spojin s podobno strukturo, ki sodelujejo pri strjevanju krvi in
metabolizmu kosti. Vsem spojinara gkupna funkcionalna skupina . naftokinonsk
Prav zaradinga j e mehani zem del ovanja podoben za
pomemben za vezavo na receptor. Njegova glavna vitamera sta vitangfitokinon) in

vitamin K> (skupina menakinongy Ob st aj a 3, @mpakvd zaradmdvajih la&tnosti
strupen.Razlika med K in K2 je pogojena z lipfilnostjo stranskih verig, ki seezane na

obrol. Razlilna topnost v magl obah pomeni ra

Dnevna potreba po vitaminu je zelo majhna

zel enj ave, predvsem zelenih |istov, kot so ¢
prihaja tudi v debelem | revesju, kjer ga pr
k ol izh odraslega n algOamikrogramowa kilogram telesne d¢e (1).

1.2 Namen in cilj raziskovalnega dela

V okviru svoje raziskovalne nalogeem s e nameni | i vitamanaKig dadju in kol i

zelenjavi Zanimala nas je vsebnost vitaraik::

i v domalem sadju in zelenjavi
T v kupljenem sadju in zelenjgvi

T glede ra prisotnost pesticidov v sadju in zelenjavi

T glede na pigment v sadju

T glede na toplotno obdelavo sadja



Glavnicilj omenjenih raziskav je bpoiskatiodg v or na z ast adelvijalmimkb vpr a

res nujno zl o?0o
1.3 Hipoteze

Na osnovi svojega predznanjaspostavil naslednje hipoteze:

1. Predvidevamo, damago plodovi v primerjavi s podzemnimi delie|l j o koncentr

vitamina K.
2. Predvidevamo, dse z uporabo p@sidov koncentracija vitaminay r astl i nah zm

3. Predvidevamo,da imajo astline z visoko koncentracijor depé pigmena manj g o

koncentracijovitamina Ky v primerjavi z rastlinamibogatimi s klorofilom.

4. Predvidevamo, da geplotno obdelanim rastlinam koncentracijlaminakiz manj g a .

1.4 Raziskovalne metode

Pri raziskovalnem delu smo uporabili naslednje metode, ki so podrobneje opisane v

eksperimentalnem delu:
1. Delo z literaturo.

Pregledalismo az pol o gl j ivitaminul Ki Rreglvseant najg zaninmlok a k g e n

pomenin vplivimasitaminKna nag organi zem
2. Pripravavzorceg¢ adj a i n zel enj avveaminaek.dol ol i tev vse

3. Dol ol ekorcenjraeije vitamina Kv sadju in zelgjavi z visokol ol | ji vos:
tekolinsko kromatogr af i j(HPLCRR)inzjUgdetekuijo.e k al a

4. Analiza rezultatov.
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2 Teoreticni del
2.1 Vitamin K1

Vitamin K je enantiomer filokinona, zato si delita enake lastnosti. Filokinon je org

spojna, topna v maglobah in obstojna na
na son|lno svetlobo in ob izpostavljeno
Zgrajen je iz naftokinonskegaa izostranskd \eerig

tvorjene iz g tihi ostarkov izoprenoidai fiten. Zaradi svoje molekularne strukture |

predstavnik policiklinih aromatskih ketonov.

Nj egova mol sk a ma s a znaga 450, 71Oz gRPC
IUPAC-poimenowanju je vitamin Kp (filokinon) ge dr ugal e -npet-3-2&)f
3,7,11,15tetrametilheksadek-en1-iljnaftokinon.

O

O

Slika 1: Struktura vitamina #(14)



V. |l ovegkem tel esu se f-4lklorkenatetamon. pPri enjeg
pretvorbist a pomembni t r ebartgrippri s o gakestik pretvorijov
menakinod i n ne b aktrevesjyket je bilo pr@éhbdad dermevianoRes p.
je, da vitamin K proizvajajo tudi same intestinalne bakterije. Povben je predvsem zare
svoje sposobnosti pretvama glutamatskga ostanka v Glaroteine, ki so prisotni

koagulacijskih in antikoagulacijskih fadih ter osteokalcinu. Zato je pri strjevanju krvi

mi neralizaciji kosti nepogregljiv (2).

Slika 2: Struktura vitamina #15)

2.1.1 Vitamin K; in fotosinteza

Zaradi svet o b n e ljivosb je witamin Kknepogregl jiv koenci
odvisnih reakcij, za katere wvelja, d
membrani. V eakcijo vstopi po fotovzbujanjpigmentov antena kompleksa (sliky, &i je
kombinacija molekul klorofila A in karotenoidov. Znotraj antena komplgkseeakcijsk
center P700, obdan z najmanj petindvajsetimi molekulami klorofila A, za katere so uc
da najbolj absorbirajo svetlobo pri 700 nm. Energija se nato iz antenddiksmpomakne

njegov center P700 dimer dveh kloralov AO (oksidiran klorofil A), kot je na slil

prikazano s pg | i c ami . P o ks zeakcigH veantenh kommetise dva elektror
preneseta iz klorofila AO na filokinon
mora dva tudi oddatgivieptatvo koempleksa (§
oznalen kot Fd. Tako je filokinon prvi
(3,4).

Problem,s kat er i m s e, sdwakake pesticidin njihova pretirana uporak
Pesticidi zmang uj ej o koncentr aci joofilokihdna. rZarédi rastn

hormonovinz agl i t e, K i j o nudibjoor,i tsie zraa sptrlei g
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prisotnost kloroplstov v listhi gl avno nahaK@gd9.i gl e vitami

Primary
acceptor
Two electrons
delivered e~ Fd '.;,:'f
NADP*
Sun Reaction Reductase "

center @
P700
-]

Pc
from PS Il @@

Energy from @ @ Antenna
two photons complex

Photosystem |

Slika 3: Fotosistem(IL6)

2.1.2 Vitamin K; in koagulacija krvi

Hemostazan koagulacija sta zapletena procesa, ki s svojim sodelovanjem ustavita kr
iz pogkodovane ¢gile tako, da nastane Kk
gil ni endotel i]j pa se r e g earganizenm varujeta Rore

izkrvavitvijo in ohranjata homeostazo

Trombociti vsebujejo zrnca in nekaj faktorjev strjevanja krvi. Razen tkivnega trombop
iNnC&*so to ge belHoakpoovg knoed bpil aszdakerl,.da lerticimirogcepi
nihov neaktivni del . Aktiviran faktor
faktorjev se sitetizira v jetrih ob prisotnosti vitamina2K  Ob  p o mo | i nastamej
faktorji Il, VII, IX, X in proteini C, S ter Z (6).

Princip delovanja @ani koagul ant ov ] e dokaj prepr
strjevanja Kkrvi | ahko onmmpodd ad bonteloter sidte
koagulacije, saj so sevi m del ovanjem povezani v

sredstvaprotistjevnj u kr vi na dve velji skupini



IV ali vitamina K antagoniste (VKA). Najbolj poznani VKA je varfarin, poznan tudi

imenom kumadin (7).

Varfarin je bil umetno pridobljen iz dikumarola, ki je prav tako edemrmied VKA. Te
u i nikeevmanj gaj o koncentracijo aktivne ¢
encim vitamina K epoksid reduktazo, ki poskrbi, da se Hretvori v menatetrenon. |
strukturi so si te mol ekul e p oaselahkena enci
vegiemopreprelij odelovaged®.vo nadal jnje

Varfarin je bil sprva ustvarjen kot strup za podgane, nato pa so ugotovili n

antkmgul antno funkdiaoil Poneangline¢ufunkc
neka dni , da ga jetra shranij o | natowebkokoat
poleg kumadina dobijo pacienti ge i nins
tem dosegejo skor aj takojgnji u les operkbl]

filokinon. Ob prevelikem doziranju varfaralahko pride do zapletov, kot jeudo krvavenje
Kal cinacija arterijorior as rsit ramimhgoeg iahk la® tokda

ki jih pacient | ahko dogi vi (9).

O OH
2

o~ O

Slika 4: Struktura vdarina (17)

2.1.3 Vitamin K; in mineralizacija kosti

Kost ni mrtva, t emvel se nenehno obnavl ja i
Sestavliena jeiz gi vi h cel i c, proteinov, mi ner al ov [

osteoblasti, ki gradijo novkostno tkivo, druga vrsta pa osteoklasti, ki kost razgrajujejo.

Ko se okostieV | ov epglkoedru gel e zalne razvijati, so g

hrustanc a . Pr i novorojenl ku je velji del hrust a



Tin Centrih; Raziskovalna naloga: Vitamin K — nujno zlo

hrustmcavkosi ok ost enitev se zalne na prsonmdeblmi h ok
dolgih kosti. Na vsakem koncu kosti soit.. sekundarna okostenitve
hrustanec postopno spreminja v kostno tkivo. Med kostnim deblom in orjakonstie ra

ploglek, kjer kost izdeluje nov hrustanec in

V procesu mineralizacije kosti, ki je del okostenjtya je pomemben vitamin 1K Prej

omenj eni osteobl asti izl olajo proteinnosteok
nastane s ponm@ karboksilacije glutamatskih ostankov, kjer je menakidlon nepogr egl j
saj vstopa v reakcijo kot nekakgen enci m.

Nen” N Nen” N
L, L
lHQ HC——COOH
(|:00H COOH
Glu Gla
<o j
KH2 KO

7" dithiol - (SH)2

S o
dithiol - (SH)2 K dithiol - S

Slika 5: Shema karboksilacije glutamatskih ostanKa)

Po funkciji je osteokalcin podoben hormonom. Ob §pioju prdeina se beta celice v
trebuni slinavki odzovejo tako, da idlgo vel inzulina, istdasno pa madbne celice
izlolijo adiponektin, ki naredi celicebCutljivejSe na inzulin. Tako celice prejmejo e
glukoze, kar posletino prinese Ve energije za rast imazvoj. Poleg tega je pomemben pri

ohranjanju C# ionov v homeostazi, ki v preveliki kbini povzrd ajo aterosklerozo in
kalcinacijo sknih zaklopk (11).



3 Eksperimentalni del

3.1 Priprava vzorcev sadja in zelenjave za dolocitev

koncentracije vitamina K1

Izbralismodve razl il ni wrrstta teljjénrmHvei za nadaljrgoranalizo

dol ol i tve vVvikammmzkentraci | e

3.1.1 Kemikalije

Ime spojine Formula spojine

metanol

destilirana voda

heksan

3.1.2 Inventar in merilni instrumenti

kuhinjskinog
kuhinjskadeska
plasti naposoda
epruvete
stojalozaepruvée
stojalozalij lol nik
lij lol nik

| age
erlenmajerice
pipete
gogicezapipete
lijak

filtrirni papir

= =4 =2 =4 -4 -4 -4 A -5 -4 -5 -5 -2 -

steklenepal ke

Slika

6 (fotoLGentrih] Tq 2004 k
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reagehnestekleni ke

Gorenjei handgrinderMPE 400EA
merilni valji

ultrazvd nakopel

tehtnica

= =/ =2 A2 -4 -2

plinskajeklenkaz dugkom

Slika7 : Uparevanje hpbnksegadasSskaomocCj o
(foto: Centrih T., 2014)

3.1.3 ZaScita

1T zaglitna halj a
T zaglitna ol al a
3.1.4 Postopek

Vzorec naj pr ej na deski S kuhinjskodgnl kreo ger
prenesemo VvV pl ast pdllnm meeaimikom dh@mogeniziramoi Vizorcs

(jabolko), ki mud ol ol amo ondentrasijevitasiina Kk od temperaturedodamo

destilirano vodo, segrevantominut pri 803 . Na avtomatski analizni tehtnici z odstopanjem

N 0,0001 g zatehtamo vzorec, in sicef0D0Og homogene pulpk e b ozl 1§0000g pulpe

jabdka injor az me g 40moL metanolaZ mes postavimo na wul tra:
razbijemo cel itlonpei | ot epnree niers e mo  |Po w5 nineithh anal i
vzorec filtriramo. 10 mLvzorcas pi ramo tr i kr at S niku. Linlbl nhiekk s a n

zapremo in ga gtssamomaksimalno 1 minuto, méde m pa sprogl amlgu t | ak,

I o | unVit&min K; se topi v heksanu, saj je nepolarna molekula. Mel D | i nama nast
fazna mejaz ar adi razlilnih gostot. Meganica s hel
petelisateke et anol iezj lupgoar abolljneinkoa |va ggoe. pSrp
ponovi mo ge dvakrat. Po ponovitvah preneset

prelijemo v epruvet o. jodiedstegalru gn &ktaa Wpaa rsitmem ash



nakere bela plastki vsebuje filokinon Ponovno vseaztopimo z 2 mL metanola. Zdaj lahko

zdnemo z analizoindoloevanjem koncentracije filokinona

3.2 Dolocevanje koncentracije vitamina Ki v sadju in

zelenjavi

Koncentracijovitamina Ky (filokinongg)vsadj u i n zel enpyagoksemol| dpl ol
tekolinsko kromatografij o,HPKCGRP) jzeUVdetektiie k al a |
Kromabgrafija je tehnikapri kateri posamezne komponente nekgane&e separiramo ha

podlagi njihovga razlinega porazdeljevanja med dve fazi: stacionarno in mobilno.
Stacionarna faza je trdna snov ali teka, nanesena na trden nosilec, in jer@matografski

koloni. Mobilna faza je plin ali tekana, ki se pomika skozi kolono. Poglavitne lastnosti, k

vplivajo na to, kako se bo neka komponenta ganei porazdeljevala med obe fazi, so njena
polarnost in prisotnost ddlenih funkcionalnih skupin, pri nekaterih vrstah kromatografije pa

¢e njena hlapnost in velikost molekul.

Pri tekdinski kromatografij visoke Idljivosti (angl. high performance liquid
chromatography, HPLEse kot mobilna faza uporablja tékaa, stacionarna faza je nanesena
ali kemi no vezana na delce polnila (L2 Gm) v kovinskih kolonah premera 4 mm in
dolgine 530 cm. Osnova stionarnih faz je najpogosteje polarni silikagel (t. i. normalna
faza, NP), ki je lahko kerhimo modificiran, da postane bolj nepolaren (t. i. reverzna, fl8P).

To fazo smo uporabili tudi mi. Pri normalni fazi uporabljamo kot mobilno fazgameo
organskin topil, pri reverzni fazi pa nganico destiliranerode ali pufrnih raztopin s topili, ki

se z vodo m@jo (metangl acetonitril, tetrahidrofuraipd.). Mobilna faza lahko ima vdss
analize enako sestavazokratska elucija, lahkpa jo med analizo spm@njamoi gradientna
elucija, kar je zlasti primerno za gamice spojin z radlno polarnostjo. HPLC je primeren za
analizo véine spojin, tudi za terrhno nestabilne in nehlapne. Pogosto se uporablja v
preparativne namene. Glavni deli tekskega kromatgrafa so rezervoar za mobilno fazo,

| rpalka zal rpanje mobilne faze skozi kolono, injektor za vzorec, kromatografska kolona in
detektor. Najpogostég detektorja sta detektor na lomni kaik (refraktometrini) in
spekto f o t o mdetektor ki smo ga porabili tudi mi pri doldevaniju filokinana v sadju in

zelenjavi(12).

Detekcijatemelji na dejstvu, da molekule absorbirajo svetlobo, kar pa je odvisno od njihove

strukture in okolja, ki jih obdaja. Za molekule, ki absorbirajo svetlobo valovnigndel
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obmd ju UV-spektra, uporabljamo kot vir svetlobe emitor, ki oddaja svetlobo teh valovnih
dolgin. Za molekule, ki absorbirajo v vidnem dedpektra, pa uporabimo vir vidrsvetlobe.
Pri analizi smo uporabili valovnho dgho 254 nm in svetilko (13).

Syringe
Purnp ] Sample
Injector
Colurmn
Diata
Reconding Destactar
=i
Sohvent Be
Reservair @

Slika 8: Shemanstrumenta HPL{19)

3.2.1 Kemikalije

Ime spojine ‘ Formula spojine

metanol

acetonitril chromosolv,for HPLC

standard vitamin K1

etanol

3.2.2 Inventar in merilni instrumenti
1 sistemHPLG&Z dvema | r piajicitiamenma)V-vig detékaij@
1 kromatografska kolon€hromail-eternity5-C18; 1@ x4,6 mmy el i kost del cev

1 raunalnik

Slika 9:Instrument HALC(foto: Centrih, T., 2014)
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3.2.3 Zascita
T zaglitna halj a
1T zaglitna ol al a

3.2.4 Optimizacija metode

Las merjenjaut j@rbtbkl1pbe mbnl ves | as 0,7 mL
pripravil:i iz |istegaskbandateao!| kmwargceZa u enlet
maso 0,023 ingapos kugal.i raztopit.i v 25 v mdtanaiwe t an ol
11000 mg/L, T= 22 AC), vendarse standard ni popolnoma raztopil, zato smo vse skupaj

prelili v 50 20milL etawid irkdopolnid od amet anol mpmajeKon| n e
imela koncentracijo 464 mg/L. Ker je vitaminitkha svetl obi neobstoj e

standar dno r azadlutlgoi (m treh dreely je ipadia Ikbncergracija kontrolne

raztopine za 30,3 %).

Iz standarde raztopine smo pripravili 9 raztopin s koncentracij&®i0,125 mg/L (pod
0,125 mg/L detekcija ni bila izvedljiva), ki smo jih analizirali s HPLC pkréat (retencijski
| asl7 Bn, &= 254nm), i n p o v p riteV upoeabildza izris |kalibracijske rkvulje
(priloga 1)

2500

v=42305x%- 5,664
R?=0,9978

2000 -

1500 -

ploscina

1000 +

0 10 20 30 40 50 60
koncentracijavmg/L

Slika 10: Kalibracijska krivulja
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3.2.5 Postopek

Na rd unalniku zgenemo program in s tem|zeemo analizo. Powéh minutah vinjektorski
del t ekol i ns k éengcmamok Ir rl npepravljgnega fvaorca. Ko mobilna faza
(mejanica acetoitrila in metanola) tee skozi kolono, gradientno spreminja sestavo iz

zd etnega razmerja 11 do kornega 7: 3. Med teml asom raunalnik belgi podatke in g

kromatogramPo 8minutahsed z kol one prilne i zpirat:i fi 0 k
Med analizo sm pripravili metanolno raztopino vitaminaika standardni dodatek (10

mg/L), ki smo ga dodalekstraktu vzorcay enakem volumnu, kot smo prej raztopili suhi
preostanek, in ekstrakt s standardnim dodatgemnikrat analizirali.

3.2.6 Meritve in racun

Za dol ol i tev ko muwardhrsraccuporabili meiodo atamdandaegakdodatka

(po tri dololitve ekstrakta samega vzorca

standarda je bil enak volumnu ekstrakta). Kot meritve smo dobili nasledmetograme:

— C:\ClarityChrom \WORK1 \DATA|Vitamink \ViRKOS1

Slika 11: Kromatogramza k st r akt d cjauetCeelrusiur ov e

— C:\ClarityChvom \WORK1 \DATA|Vitamink \VitK114.

Slika 12: Kromatogram zekstrakt kupljene surovejave€ e e u |
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— C\ClantyChrom | WORKI \DATA\Vitamink \VItk096

Slika 13: Kromaigram zaekstraktd o m ay& sirovega jabolkgranny smith

— C:\ClarityCheom \WORK1 \DATA| Vitamink \ViRK103

24 0

Slika 14: Kromatogm zakstrakt kugjenega surovega jabolkalstar

)
— C:\ClarityCheom \WORK1 \DATA\Vitamink \VitK 117

Slika 15: Kromaigram zaekstraktd o m ay& lkeihanega jabolkgranny smith
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Koncentracijovitaminakiv ek st raktu vzmpa crma slmodnjzir ad ruanlal ii

Enac¢ba 1: l zr acun wekstalduvtorcaci je vitamina K
() = c{st)
e = ZA(skupni} _1q
Alx)
C(X)eerrrrrrrnnnns koncentracijavitaminaKi v ekstraktuzorca
c(St)..uvrrnnene. koncentracijsstandardaitaminaKi (10 mg/L)
A(X)eeeeeerennnns instrumentalnisignal( p | o krdmatogaafskegarha)zaekstraktvzorca

A(skupni).... signal za ekstrakt vzorca z dodanim standardom

Izral unano koncentracijo vitaminai1K ekstraktu c(x) pomm@mo z volumnom ekstrakta
(0,002 L), dadobimo maso vitamina Kv ekstraktu. Masalelimo z izkoristkom ekstrakcije
(0,768), da dobimo maso v ekstramir pulpi, nato pge mnajimo z 2 (ker smo za ekstrakcijo
uporabili le polovico pulpe). Kdmo maso vitamina Kv vzorcudelimo z maso vzorca, da

dobimo koncentracijo vitaminai/ vzoras v ppm oziroma mg/kg atig/g.
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4 Rezultati in razprava

S prej opisanimpostopkom smo pripravili ratie vzorce. V njih smo doldi vsebnost
vitamina K. S pomoéjo kromatograrov (slike 1115) in z endbo 1 smo nato izvedli
prerd un dobljenih rezdatov v koncentracijo vitaminaiKRezultati so za vzorce navedeni v
preglednci 1. Koncentracija je podana v ppm, kar po aggdepomeniparts per millionin je

enakovrednanotamal mg/kg = 1eg/g.

Preglednica 1: Koncentracije vitamina K vzorcih

domal 8 kupliena d o ma bueovo kupljeno domal e
surova rjava | surova rjava | jabolko granny | surovo jabolko | kuhano jabolko
| ebul | | ebul smith elstar granny smith
koncentracija 0,602 0,144 0,309 0,215 0,174
[ppm]

4.1 Odvisnost koncentracije vitamina K1 v sadju in zelenjavi

4.1.1 Primerjava domacega sadja in zelenjave

Preglednica 2: Koncentracijgtaminalkkv domacem sadju in zelenjavi

Koncentracija vitamina K1 [ppm]

surovarjaval ebula 0,602

surovojabolkogrannysmith 0,309

o 9o
AN

cia [ppm]
o

Sos
c

004
0,3
0,2
0,1

e

Kon

mdomal a ri adamhébubaannyv

Diagram 1: Koncentracijgitaminakky domac¢em sadju in zelenjavi

Iz podatkov v peglednici 2 in prikaza na diagramu 1 je razvidnojdad o ma | a rjiavar ov a
| ebulaskoraj dvakratv e | j o koncent iwaprimgrjavi zvdorhpannsuroven K
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jabolkom ganny smith Lebula raste v zemjjimedtem ko je jabolko plod. To bi lahko
pojasnil tudi z vsebnostjakroba, ki je prile b u | i p r i loldini.eCkrobse skranjujg i
v celil nih organelih imenovann amiloplasti. Tudi kloroplasti so céhi organeli in jih
uvrg amo med plastide, ki vsebujejo klorofil in gegavljajo glavni vir iamira K1. Po nekaj
| asa rastlina ne potrebuje |véoliko kloroplastovzaradi razlinih razlogov, npr.premalo
svetlobe, shranjevanje rezervne hr@neRavno kloroplasti se nato pretvorijoamiloplaste,

kierj e p ol evitamig K, kicsdpa pretvorbohrani.
4.1.2 Primerjava kupljenega sadja in zelenjave

Preglednica 3: Koncentracija vitamina kupljenem sadju in zelenjavi

Koncentracija vitamina K1 [ppm]

surovarjaval ebula 0,144
surovojabolko elstar 0,215
0,3
0,25
E
e 0,2
S,
‘S
c 0,15
<
[}
o
S 0.1
S ,
0,05
0

kupl j ena r j awkupline jabolkozlstar

Diagram2: Koncentracijavitamina K v kupljenemsadju in zelenjavi

Iz podatkov v preglednici 3 in prikaza na diagramu 2 je razvidno, da je koncentracija vitamina
K1 velja pri jabolku. To razliko lahko pojasnimo s prisotnostjajikén kovin v zemlji in
izpostavjenostjosvetlobi. Tegke kovine v zemljigkodujejo rastlinam. S tem ko jih rastlina

vnese v organizense jih poskga znebiti. \6o energijo, ki bi jo drug®@ porabila za izvajanje
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fotosintezein izgradnjo novih kloroplastov, kjge vitamin Ki, nameni zazlol anje t@kih

kovin iz organizma oz. njihovo sklaglénje v vakuoli (odpadnem melhlu rastlinskih celic).

Na | ebulo tako tgke kovine vplivajo mbneje kot na jabolko, saj neposredno rastaemlji,
medtem ko jablka utrgamo zdrevesa zatojih prisotnast tegkih kovin ne prizadene tako

mal no.

Pomembni faktor, zal je prisotnega manj vitamina.K | ebuli kot v jabolku, v nasprotju s

prejgnjo ugotovitvijo, je vsekakor svetloba, ki je glavni vir energije. Vziakajanja

fotosinteze lgi v svetlobi in njerh fotonih, ki predstavljajo nek@ko aktivacijsko energijo in

sprajjo delovanje fotosintetskih pigmentov in njihovih kompleksov. | jde kot bo
izpostavljenost svetlobi, Vekloroplastov bo rastlina proizvedla, kar pomeni, da bo potrebnih

vel fotosintetskih komplekswo, katerih del je tudi vitamin K Ponovno je ta dejavnik v korist

jabolku, saj so plodoviv V@ meriizpost avl j eni svet !l ohbepostedna pa |

v zemlji.

Na podlagi zbranih rezultatovlahko ugotovimo,da postavljenahipotezal drg le delno.

Upodevatimoramotudi druge dejavnike ki lahko vplivajo na koncentracijovitamina K1 v

sadjuin zelenjavi

4.2 Odvisnost koncentracije vitamina K1 glede na prisotnost

pesticidov v sadju in zelenjavi

Preglednica 4: Koncentracija vitaminaK domac¢em in kupljenem sadju ter zelenjavi

Koncentracija vitamina K1 [ppm]

jabolkogrannysmith (domd e) 0,309
jabolkoelstar(kupljeno) 0,215
rjaval ebula(domd a) 0,602
rjaval ebula(kupljena) 0,144
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domal e j abol ko mKkuplgenonapolks etstat h

07 domal a rjava | eikwlpdj ena rjava | e

0,6

0,5

0,4

0,3

Koncentracija [ppm]

0,2

0,1

Diagram 3: Kncentracija vitaminaKkiv domac¢em i n Kkuzelénjpjdnem sadju ter

Iz podatkov v preglednici 4 in prikaza na diagramu 3 je razvidnopdw @ jabolkagranny
smith v primerjavi s kupljenimiabolki dstar vsebujejo vk vitamina K. Podobne rezultate

opaimo tudi pri dom&i in kupljeni rjavil ebuli.

V zakup moramo vzeti, da sta jabaglkki smo ju analizirali, razlinih vrst in da imata
drugdno vsebnost barvilGe vedno lahko trdimo, da je v dohean jabolku, ki ni bilo
izpostavljeno pesticidopprisotnegavel vitamian Kg kot v kupljenem jabolku.

Nekateri gesticidi unjujejo mikroorganizme in s tem na nekd in ovirajo ter unliujejo
razvoj rastlin. Za to je krivo njihovo delovanje najtove bakterije (cianobakterije) zemilji,
ki pretrgajo trojno vez medvemaatomoma dgka in jih nato uporabijo za sirge nitritov,
nitratov in aminovy5). Prav te bakterije so pomembne za razvgjhvrastlin, kot so v ngem
primeru jablane, plod katerih so jabolk&pliv prisotnosti pesticidov v jabolkisek a ¢ e

mang koncentracijivitamina K¢ v kupljenih plodovih] e jih primerjamo z domami.

Geo | i t radiked &oncentracijah vitaminaikahko opazimo pri primerjavi dorha in
kupljene| ebule. Podzemni delso neposredno izpostavljepesticidom v zemlji. Unienje
mikroorganizmov v zemlji se pri rastlinahdeav mangj zastopanosti kloroplastov, ki imajo

sposobnost prevajanja v amiloplagbegate z rezervno hrafiogrob. L ebula, izpostavljena
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pesticidom ni sposobna stetizirati toliko kloroplastoykot jih je domé&al ebula. To pojasni

dvakrat véjo koncentracijo vitamina Kv domadi rjavi | ebuli.

Uporaba pesticidov pa omdgorastlini véjo zaj ito pred zunanjimi vplivigugelk in drugimi
zajedavci. Organizem tako ni primoran pagfpesinteze klooplastov, v katerih nastaja
glukozain je vitamin Ki. Glukoza je sestavni del datiega dihanja, ki jgpomembno za
sintezo ATPT molekule, kjer se shranjuje energija. Ta energija se porablja za veeeceli
procese, ki vkljlujejo tudi obrambo organizma. S tem ko jetliaa z& itena s pesticidi, ni
potrebe po dodatni sintezi snovi, saj ne potrebuje dodatne obrambe pred zunanjimi vplivi, ker
ji jo dajejo ¢ge pesticidi. V zunanji zgiti, prisotnosti pesticidov, se ga koncentracija
vitamina K. Domda | ebula, ki med rstjo ni bila izpostavljena pesticidgrasebuje veliko

vel jo koncentracijdkot tista ki smo jo kupiliv trgovini.

Hipotezo 2 potrjujemo. L e sta bilo sadjeali zelenjavamed svojim razvojemizpostavljena

pesticidom seje koncentracijavitamina K1 v njem zmanjégala.

4.3 Odvisnost koncentracije vitamina K; glede na pigment v
sadju

Preglednica 5: Koncentracija vitamina #lede na pigment v sadju

Givilo Koncentracija vitamina K1 [ppm]

jabolkogrannysmith (domd e) 0,309

jabolkoelstar(kupljeno) 0,215

0,35

o
N O
a  w

o
N

0,15

Koncentracija [ppm]
o
[y

0,05

0]
mdomal e j abol ko mpupliano jalyolkoselstart

Diagram 4 Koncentracija vitamind; glede napigmentv sadju
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Pri primerjavi jabolk vrstgranny smith inel st ar mor amo upoothose vat i

pigmenta ki jih plod o v i vsebuj ej o.rany cmith |sa zelgna baove, kkar ¢
nakazuje prisotnost klorofila vevl i n i ovoj a. N analetimmoypg kupljenth p i g mi
jabolkih dstar, za katere je glavni pigment v olupkuatocianidinskega tipa Rd e | i pi g me

del uje kot pomogen fotosi nt etkenkdel ppisotgnmpe n t k|
jabolkih ganny smith,v jabolkih d st ar ga j e bistveno manj. K
teoretil|l nem dwethmin K psotvae zka noaejev ffot@sistemnl (slika 3)Pri

pregledu rezultatov ugotovimo, da vzoreelenega jabolk granny smithvsebuje vEjo
koncentracijo vitamina Kkot vzorec rdeega jabolka Istar. Glavnirazlogza te rezultate je

klorofil, ki ga je v ganny smith veliko vl zato sta klorofil in vitamin Kv premem

sorazmerju.

Ugotovitev lahko potrdimo tudi spodatki iz preglednice6 (priloga 2) ki podajajo
koncentracijo vitamina Kv givilih z razlil nimi barvili oz. fotosintetskimi pigmentil_e
primerjamo zgornja trigivila (blitva, ohrovt, ¢pinda) s spodnjima dvema (parguik,
jagode), jasno vidimo, da Jencentracijavitamina K; veliko vd ja pri rastlinah, ki so listnate
0z. so zelene in imajo veliko kloroplastov ter podlediklorofila. Jagodese v koncentraciji

vitamina K; razlikujgo od blitve za triinosemdesetkrat, kar potrjuje zgornjo ugotovitev.

Preglednica 6: Podatki o koncentraciji vitaminai Z i vi | i Ipignentir az | i ¢ ni mi
blitva 8,30
ohrovt 8,17
gind a 4,00
paradinik 0,25
jagode 0,10

Hipotezo3 potrjujemo. Rastline, ki vsebujejovd klorofila, torej so po videzubolj zelene,

vsebujejatudi ved vitamina Ki.
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4.4 Odvisnost koncentracije vitamina K; glede na toplotno

obdelavo sadja

Pregledrica 7: Koncentracija vitaminailede na toplotno obdelavo sge

Koncentracija vitamina K1 [ppm]

jabolkogrannysmith (surovo) 0,309

jabolkogrannysmith (kuhano) 0,174

[
oo
oo
33
S
® o
Fal 2
cC C
:‘“
O
5 <
oo
S
oo
oo
~ x
oo

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1

Koncentracija [ppm]

0,05

Diagram 5 Koncentracija vitamind<; glede na toplotno obdelavo sadja

Iz podatkov v preglgnici 7 in prikaza na diagramu fe razvidng da imamanj g o
koncentrago vitamina K: jabolko, ki je bilo pred ekstrakcijo toplotho obdeb. L e
natamneje primerjamo, vidimo, da je vsebnost vitaminagfi surovem jabolku Jga za

skoraj polovicaod kuhaneggabolka ganny smith.

V nasprotju zn a g irezultati pa v literatri naletimo na drudae podatke. Toplotno

obdelanimgivilom se koncentracijaitamina K povd a, to je razvidno tudi ipreglednice 8
(priloga 2)
Preglednica 8: Literaturni podatkidncentracijevitaminakkv sur ovem in kuhanem zZivilu

Givilo Koncentracija vitamin K1 Koncentracija vitamin K 1

v surovem ¢givv kuhanem ¢givi
koriander 3,10 15,10

peter gilj 5,40 9,00
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Do razlilnih rezultat osmoyzeec mmajoosegeevali. Mtvydao pr i
5-minutno segrevanje na 0@ bilo dovolj za vzoredn zato nismo dobili enakih rezultatov

kot jih navaja literatura.

V skl adu Z rezul tat. i n | i Prietopthiwbdelavingar a mo

pomembna temperatura in |as toplotne obdel av
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5 Zakljucek

Vitamin K1 je pomemberzal | o voeggrizemSodelujepri koagulacijikrvi in jo uravnava
terje pomemberiudi v procesumineralizage kosti.

V nalogismozv i s ok ol otl ¢ § o Wwomatdgmfijo,ki je potekalanareverznifazi
(HPLC-RP), in z UV-detekcijod o | o\Jsebhostvitamin K1 v sadjuin zelenjavi. Prvo
hipotezo smo delno potrdili. D o marae | e b (rdstaneposrednos zemlji) imav el j o
koncentracijovitaminaKy kot d o m gabadko grannysmith (plod). Kupljenarjaval e b pal a
imama n jkanpaentracijovitaminaKi kot kupljenojabolko elstar. Ugotovili smo,damoramo

u p o g ttedivdeugeidejavnike,ki lahko vplivajo na koncentracijovitamina Ky v sadjuin

zelenjavi.

HPLC-RP z UV-detekcijosmouporabilitudizad o | o lkamaentrage vitamina K gledena
prisotnostpesticidovv sadjuin zelenjavi.Ugotovili smo,da| estabila sadjeali zelenjava
med svojim razvojem izpostavljenapesticidom, se je koncentracijavitamina K1 v njiju

z ma n j Dyugdhipotezosmostempotrdili.

Zopd smouporabiliisto metodod o | o | &on@emirpcgevitaminaKi gledena pigmentv
sadju.Tretjo hipotezopotrjujemo.Rastline ki vsebujejovel klorofila, torej sopo videzubolj

zeleneysebujejatudi vel vitaminaKj.

Koncentracijovitamina K1 glede na toplotno obdelavosadjasmo tudi d o | 04 zgdraj
omenjenometodo.Ugotovili smo,daima predekstrakcijotoplotnoobdelangabolkoma nj § o
koncentracijovitaminaK kot pa surovojabolkoiste vrste.V nasprotjus svojimi rezultatipa
smov literaturi ndeteli nad r u g addatke zato je trebahipotezog t o0 v i &klepamo
lahko,dastapri toplotni obdelavipomembnaemperaturan | at@plotneobdelavey i vi | a .
Raziskovalnadelo bi v prihodnjelahko nadgradilig e v e | jzbbomomsadijain zelenjaveki

bi jima d o | okoricdntracijovitamina K1, in morda preverili § evpliv zamrzovanjana
vsebnostvitamina K1 v sadju in zelenjavi. Z objavo rezultatov bi lahko bili v p o mo |
bolnikom, ki morajojemati antikoagulantedabi sil a &gstavilijedilnik in s tem poskrbeli

zak akovogitwnwkej gerj e.
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Vitamin K1 (filokinon) je v maglobah topni vitami
pomemben za posttranslacijske modifikacije nekaterih proteinov, najbolje znan po viagijra pri sintezi

koagul acijskih protei nov.Kodguldiansvikemigl).i haj a iz nemgkega

Dnevne potrebe po vitaminu K so majhnen§2  n o v o ri d20 egnobr&sii) zato le redko pride do

pomanjkanja pri odraslih (posledica nekontroliranoakwe nj e ) , pogosteje pa pri doj e
ne vsebuje znatn@2.h kolilin vitamina K
Ker je spojina topna v nepolarnih topil{B) in absorbira UV svetlob4),s em se odl ol i | za

RP-HPLC z UV detekcijo pri 254 nm.
POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

OPTIMIZACIJA METODE

Kot ge prej omenjeno, sem za dol ol itev koncentr
tekolinsko kromatografijo, ki j e -etprmity5eCR& 108 x 16amm;, e v er z n
velikost delcevBbm)zW detekcijo pri 254 nm (HPLC sistewis z dvem
detekcijg)Mo bi Il na faza je bila meganica acetonitrila in me:

acetonitril metanol

t=0 50% 50%

t=15 min 70% 30%
La merjenja je bil 15 min, pretok je bil ves | as 0,
Standardni vzorec sem napravil iz |istega standarda,

0,0232g in jo poskugal raztopiti v 2000 nmlL, T=22Q (A)n ol a (t

vendar se standard ni popolnoma raztopil, zato sem v
dopol nil Z met anol om. Kon| na razopina je imela konc
neobstojen,t asredmrbdunl &k or ssztsopino zagl i til z alufolijo (

raztopine za 30,3 %).

Iz standardne raztopine sem pripravil 9 raztopin z koncentracijai®j125 mg/L (pod 0,125 mg/L detekcija ni
bila izvedljiva), katere sem analizia | s HPLC po trikrat=2(05rdetnermciijrs kp oV @l

dol olitev sem uporabil za izris kalibracijske krivul]
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Slika 1 Umeritvena krivulja za vitamin K1.

Po vzoru nekaterih predhodnih raziskg6)s e m ¢gel el

i enwirati vitaenin K1 iz vmorcevk o n ¢

s pomoljo ekstr ak cTakosemmapretposhusilagaef auzpoo ©l183kBlEhice Supelco, 1

g). Kolonico sem najprej spral sn3L

me t a n o Imk deiomzirajpes (DIyode3 zatemsempr e | r p a |

kolono 25mL raztopine vit. K1(50 mg/L), elucijo sem izvedel s BL metanola, celoten postopek sem ponovil

ge dvakrat. | zR=G,96f%st ek ekstarakcije

Po zaletnem n

euspehu sem poskusil

ekstrakciijo

spremenjenimp®t o p k o m: spiranje s 4 mL metanol a

in elucija z 10 mL metanol&ovi rezultati prav tako niso bili optimalni:

9 Supelco Supelclean LC18 (1 ¢x=29,6

%

9 Supelco Supelclean Engarb 1 mL:h=1,6 %

1J.T. B&ker C18 polar plus: 1,8 %
9 Discovery DSGPH:h=2,4 %
9 Supelco Supelclean LC8 (0,5 ¢4 %

1 AccuBond SPE ODE18 (200 mg)h=6,5 %

9 Discovery DSG18 LT: h=10,3,%

V naslednjem koraku

Supelclean LEL 8 kol oni ci

z 10 mL etil acetat a,

i n

ker

4 mL DI

manjpolarnime topliknajsrésém pgskusileslifm raiSypelco z

pa bi mi

fazo, sem topilo najprej uparil in potem preostanek ponovno raztopil v 5 mL metanola pred injiciranjem v

HPLC. Izkoristek 17,4 %. Ceo t e n

postopek senh=plédmnovi l

ge

S

heksanom:

29
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Po neuspehih z ekstrakcijo na trdredkoff®@zo0o 19emLp v
raztopine vitamina K1 (¢c=1 mg/L) sem v 100 mL Iiju I
uparil in preostanek raztopil v 1 mL metanola (c(teor)=10 mg/L) pred injiciranjem v HPLC. Izkoristek je bil 48,9
%.

Celoten postopekelkklse ra&kmi pendodweiklol @ge iz metanol ne
izkoristek, s katerim sem bil zadoyenh (h=76,8 %).

EKSTRAKCIJA 1Z SADJA IN ZELENJAVE

Vitamin K1 sem dol ol eval z metodo standardnega do
kupljeni |l ebuli ter v kupljenih, domalih in dkahani h |
vsebujejo vel vitamina K).

Postopek je bil za vse vzorce pribligno enak. N a

dodatno homogeniziral (Gorenjehand grinder MPE 400 EA). 5 g homogene pulpe sem suspendiral v 20 ml

met anol a ( psuspendirad X0wglv 40 mi énrpri jabolku 15 g pulpe v 40 mL metanola) in suspenzijo

postavil v ultrazvolno kopel, po 15 min sem jo filtri
l ol ni ku. Heksansko f az oonevaomaztoph v dmLumetanola (bz. vi 2mL metanalas t a n e k
proi | ebul i in jabol ku) . Vsak ekstrakt sem analiziral

vitamina K1 za standardni dodatek (10 mg/L), ki sem ga dodal v enakem volumnu, kot semtppd] saki

preostanek, in ekstrakt s standardnim dodatkom ge tri
REZULTATI
Za dololitev koncentraci)]j vit. K1 v wvzorcih sem wupo

ekstrakta samega vzorca in ekstrakta vzorca s standardammerostandarda je bil enak volumnu ekstrakta).
Koncentracija v ekstraktu:

c(st)
clx) = ——— :
Alskupni)
2— 75— -1
31(,‘-1}
|l zralun koncentracije v vzorcu:
Po sudgenju sem ekstrakt raztopil v 2 mL MeOH, zato |

Delim z izkoristkom (0,768)
Pomnogim z 2 (ke@rlosem|ealgtar il uannai suspenzije pulpe
Delim z maso vzorca

—a == = —a



Tin Centrih; Raziskovalna naloga: Vitamin K — nujno zlo

Tabela 1: Koncentracija vitamina K1 v izbranih vzorcih v ppm

2 1] Lzu L g [¢]
8 2 2 3 3 3
= [ o © © Kol
[e) 0 T = p ©
— © X © it p
= >Q ©w >Q c ©
>O © = © Q) c
k= £ 2 £ 3 2
|4 o > o > >
o el © © -~ -~
koncentracija /ppm 0,871 0,602 0,144 0,309 0,215 0,174
RSD 0,166 0,091 0,074 0,085 0,008 0,009
V primerjavi z internetnim vironf7)s o r ez ul t at i za koncentracijo vita
posebej v primeru kupljene | ebul edraimyitom(8),jsarkpadohil por e k|
zel o podobne rezultate in tudi po prilakovanju manjgge
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Priloga 2:Navodila, ki jihdobi bolnik v antikoagulagski ambulanti

PREHRANA IN ANTIKOAGULANTNA TERAPIJA

Hranabogatax i t ami nom K osl abi wulinek antikoagul ar
Ne spreminjajte prehrambenih navad takrat, ko je gostota krvi (antikoagulantna terapija)

stabil no urejena. ¥sjkpotiebn& abvestinnal rt uj et e di eto
Uravnot egenza vprmroeshonandol ol ene kol iline vitami

priporolavnedzerbamnna K v kolilini od 70 do

Urejenost terapije najbolj motijo nihanja pri vnosu vitantha

Odsvetujemo ugivanje jetrc, krvavic.

|l zogi bajte s e ugi vanju al kohol a. Vel ja kol
zdravila in s tem-lppovel a protrombinski | as
Kronilno vsakodnevno pitje alkohola m@ma pos|
protrombINfhSabel asprikazuje kolilino vitamine
givil iom malivingj e do najni gje vrednost.
Koriander kuhan 1510

Zel eni | aj 1428

Morskealgég vi j ol i | n 1385

Petergil] k uh g 900

Meta listi, kuhani 860

Blitva 830

Ohrovt 817

Repa 650

Petergilj sur gb540

Koleraba, zeleni deli 440

Brstilni ohr ov 438

Gpinal a 400

Kumara, samo lupina 360

Krizantema, cvet surov 350

Koriander surov 310

Brokoli kuhan 270

Lrni | a]j 262

Vodna krega 250

Endivija 231

Meta listi, surovi 230

Spomladanska solata 210

Spoml adanska []207

Brokoli surov 205

Jetra (sv., gg9gloo

Paradi gni k 25

Kivi 25

Lel a 22

Artil oka 14

Zelena 12

Jagode 10

Kava 10




