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Luminometrické stanovenie antioxidacnej aktivity
koncentratov prirodnych farbiv

TOMAS KUCHTA - IVAN HAPALA - MAGDA MARIASSYOVA
- DANIELE CANTAGALLI - STEFANO GIROTTI

SUHRN. Vypracovala sa luminometrickd metdda na stanovenie antioxidacnej aktivity,
zalozend na kvantifikdcii prerusenia luminiscencie systému peroxid vodika - peroxiddza
z chrenu - luminol po pridavku antioxidantov. Ako Standard sa pouZila kyselina askorbo-
vd, pomocou ktorej sa zostrojila kalibra¢nd ¢iara. Metdda bola vhodnd na hodnotenie
antioxidacnej aktivity koncentratov antokydnovych a betalainovych farbiv.
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K dolezitym reakcidm, ktoré prebiehaju pri vyrobe a skladovani potravin,
patri oxiddcia. Jej dosledkom je zmena chemického zloZenia potravin, ktord
m4d spravidla negativny vplyv na ich kvalitu. Jednou z moZnosti spomalenia
oxidacnych reakcif je pouzitie antioxidantov. Antioxidanty brzdia oxidacné
reakcie tym, Ze reaguju s hydrogénperoxidovym volnym radikdlom na mene;j
reaktivny hydrogénperoxid. K najcastejSie pouzivanym potravindrskym anti-
oxidantom patri kyselina askorbovd, propylgalat, butylhydroxytoluén a iné.
V poslednej dobe sa viac pouzivaju tiez prirodné zmesné antioxidanty, napri-
klad extrakty z niektorych bylin, ktoré obsahuju predovSetkym flavonoidné
zluceniny [1,2].

K atraktivnym prirodnym antioxidantom patria aj prirodné farbivd anto-
kyaniny [3-5]. Aby bolo mozné porovndvat antioxida¢nu ucinnost koncent-
ratov pripravenych z réznych zdrojov, resp. roznymi technologickymi po-
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stupmi, je potrebnd objektivna, rychla a ekonomickd analytickd metoda
na stanovenie antioxidacnej aktivity. Na tento tucel sa vypracovala nizZSie
opisand luminometrickd metdda. Tiato metdda je zaloZend na enzymovo
katalyzovanej tvorbe hydrogénperoxidovych radikdlov, ktoré reaguju
s luminiscen¢nym cinidlom za vyzarovania svetla, luminiscencie. Vo vhod-
nych reakénych podmienkach je intenzita luminiscencie prakticky stdla
pocas niekolkych mintt. Pridavok antioxidantu, ktory reaguje s radikdlmi
prednostne pred luminiscenénym ¢inidlom, vedie k preruSeniu luminiscen-
cie. PreruSenie luminiscencie je imerné mnozstvu pridaného antioxidantu.
Prakticky sa uvedeny princip realizuje tak, Ze reakénd zmes obsahuje pero-
xid vodika, enzym peroxiddzu z chrenu a luminol, pricom prebieha reakcia

[6]:
luminol + 2 HoO + OH-  _Peroxidiza_ -y oeelina g—aminoftalovd + Na + 3 H20 + svetlo

Na zdklade pridania Standardnych mnozZstiev kyseliny askorbovej a kvan-
tifikacie prerusenia luminiscencie sa zostroji kalibra¢na ¢iara. Pomocou nej
sa potom antioxidac¢na aktivita meranej vzorky vyjadri ako hmotnostny ekvi-
valent kyseliny askorbove;.

Material a metddy

Koncentraty antokydnovych farbiv z bazy Ciernej a slne¢nicovych Supiek
a betalainovych farbiv z Cervenej repy sa ziskali trojstupniovou extrakciou
50 %-nym etanolom [7,8]. Spojené prefiltrované extrakty sa zahustili za va-
kua pri teplote do 35 °C. V takto pripravenych koncentratoch farbiv sa
antioxidacna aktivita stanovila luminometricky. Na meranie sa pouZil lumi-
niscencny spektrofotometer Perkin Elmer LS50B. Do semimikrokyvety
sa pipetoval 1 ml 1,2 mmol.I"! sodnej soli luminolu (Sigma) v 0,1 mol.I-! fos-
fore¢nanovom tlmivom roztoku, pH 7,5, a 12,5 ul 30 % H20; (Lachema).
Meranie prebiehalo v kinetickom luminiscen¢nom rezime pri vinovej dizke
425 nm (Sirka Strbiny 20 nm), za permanentného mieSania, pri teplote 25 °C
udrzZiavanej ultratermostatom. Reakcia sa spustila pridavkom 50 pl roztoku
peroxidazy z chrenu (Serva), pripraveného v objemovej aktivite 200 U.ml-!
a inkubovaného pred meranim 7 dnf pri 4 °C. Po ustdleni luminiscencie
sa pridalo 10 pl vhodne nariedenych vzoriek antioxidantov. Prerusenie lumi-
niscencie sa kvantifikovalo ako ndsobok intenzity luminiscencie po ndvrate
na plateau a doby prerusenia luminiscencie na drovni 5 % tejto intenzity.
Kalibra¢nd Ciara sa zostrojila pomocou pridavku 10 pl Standardnych rozto-
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kov 0,0125 g.I'1; 0,025 g.I-1; 0,05 g.1-1 a 0,1 g.I-! kyseliny askorbovej (Fluka).
Na kvantifikdciu antioxidacnej aktivity vzoriek koncentratov farbiv sa pouzi-
lo riedenie ekvivalentné 0,0125 g.I'! az 0,025 g.I-1 kyseliny askorbove;j.

Vysledky a diskusia

Pouzity reakény systém poskytoval mierne klesajicu luminiscenciu
v ¢asovom intervale 1 min azZ 20 min. Pridavok Standardnych roztokov kyse-
liny askorbovej sposoboval okamzity pokles luminiscencie na nulu a po urci-
tom case rychly ndvrat luminiscencie na uroveni minimdlne 90 % po6vodne;.
Vzhladom na stabilitu systému a jeho dostato¢nu kapacitu bolo mozné usku-
tocnit niekolko po sebe nasledujucich merani (obr. 1). Prerusenie luminis-

cencie bolo nelinedrne zdvislé na mnozZstve pridanej kyseliny askorbovej
(obr. 2).
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OBR. 1. Meranie prerusenia luminiscencie
po pridavku Standardnych roztokov kyseliny askorbove;.
Kratky ndrast intenzity svetla mimo rozsah bol spdsobeny otvorenim kyvetového priestoru
pri kazdom pridavku vzorky. RLU - relativna jednotka emisie svetla.

FIG. 1. Measurement of the interruption of luminescence

after the addition of standard solutions of ascorbic acid.
A transient increase in the light intensity was caused by opening the cuvette compartment
at each addition of the sample. RLU - relative light unit. 1 - light emission, 2 - addition
of ascorbic acid.
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OBR. 2. Kalibra¢na ¢iara vyjadrujica zdvislost preru$enia luminiscencie
na mnozstve pridanej kyseliny askorbove;.
RLU - relativna jednotka emisie svetla.

Fi1G. 2. Calibration curve expressing the interruption of luminescence
versus amount of ascorbic acid added.
RLU - relative light unit.
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OBR. 3. Meranie prerusenia luminiscencie po pridavku réznych
mnozstiev koncentratu prirodnych farbiv Baza.
Kratky ndrast intenzity svetla mimo rozsah bol spdsobeny otvorenim kyvetového priestoru
pri kazdom pridavku vzorky. RLU - relativna jednotka emisie svetla.

F1G. 3. Measurement of the interruption of luminescence after the addition
of various amounts of the colour concentrate Elderberry.
A transient increase in the light intensity was caused by opening the cuvette compartment
at each addition of the sample. RLU - relative light unit. 1 - light emission, 2 - addition of
antioxidants, 3 - ascorbic acid.
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V pripade pridavku roztoku koncentrdtu farbiv Baza bol priebeh luminis-
cencie analogicky, av§ak strmost ndvratu luminiscencie bola o nieco nizsia
(obr. 3). Podobny priebeh sa pozoroval tiezZ v pripade dalSich koncentrdtov
farbiv. Toto bolo pravdepodobne spdsobené zmesnym charakterom vzoriek.
Pri kazdom merani bol na zdver zaradeny tieZ Standardny roztok kyseliny
askorbovej, ¢o umoznilo korekciu nameranych hodnét pred ich vyhodnote-
nim pomocou kalibracnej Ciary. Antioxidacnud aktivitu jednotlivych vzoriek
koncentratov prirodnych farbiv vyjadrend vo forme ekvivalentu kyseliny
askorbovej uvddza tabulka 1. Napriek tomu, Ze neslo o stanovenie antioxi-
dacnej aktivity Cistych antokyaninov, z tabulky je zrejmé, zZe koncentrat anto-
kyaninov z bazy ¢iernej ma vysSiu antioxidacnu aktivitu ako koncentrat anto-
kyaninov zo slne¢nicovych Supiek. Je to mozné vysvetlit pritomnostou sprie-
vodnych latok, ale aj rozdielnym zloZenim antokyaninov pritomnych v kon-
centratoch. V baze Ciernej bola zistend pritomnost kyanidin-3-glukozidu
(65,7 %), kyanidin-3-sambubiozidu (32,4 %), kyanidin-3-glukozidu-5-gluko-
zidu (0,8 %) a kyanidin-3-sambubiozid-5-glukozidu (1,1 %) [9], v extraktoch
zo slnecnicovych Supiek kyanidin-3-glukozidu (35 %), kyanidin-3-dimalo-
nylglukozidu (15 %), kyanidin-3-xylozidu (14 %), kyanidin-3-malonylxylozi-
du (29 %) [10,11]. Antioxidacnd aktivita koncentratu betalainovych farbiv
bola velmi nizka, v stilade so stanovenym nizkym obsahom farbiv.

Vypracovand luminiscenénd metdda je rychla, spolahlivd a pomerne
jednoduchd. Nevyzaduje ndro¢né pristrojové vybavenie, namiesto luminisce-
ncéného spektrofotometra je mozné na meranie pouZit jednoduchy lumino-
meter so zapisovatom. Metdda sa ukdzala vhodnou na hodnotenie anti-
oxida¢nej aktivity koncentratov antokyaninovych a betalainovych farbiv,
avSak pri urcitej modifikdcii, resp. pouziti inych Standardov, ju bude mozné
pouzit aj na stanovenie antioxidac¢nej aktivity inych latok.

TaBUIKA 1. Antioxidacnd aktivita koncentrdtov prirodnych farbiv.
TABLE 1. Antioxidative activity of natural colour concentrates.

Vzorkal Utinn4 zlozka? | ¢ [g.kg1] a ana 1 g farbiva3
Baza* antokydny> 90 0,056 0,62.10-3
Slneénicab antokydny> 15 0,029 1,33. 103
Cervend repa’ | betanin8 1,3 0,003 2,31. 1073

a - antioxida¢nd aktivita ako hmotnostny ekvivalent kyseliny askorbove;.

a - antioxidative activity expressed as a mass equivalent of ascorbic acid. 1 - sample, 2 - active
component, 3 - antioxidative activity of 1 g of the colour concentrate, 4 - elderberry, 5 - antho-
cyanins, 6 - sunflower, 7 - red beet, 8 - betanin.

107



Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research)

—_

Literatura

. DAVIDEK, J. - JANICEK, G. - POKORNY, J.: Chemie potravin. Praha : SNTL 1983. 630 s.

2. MACRAE, R. - ROBINSON, R. K. - SADLER, M. J.: Encyclopedia of food science, food tech-

10.

11.

Do

nology and nutrition. Vol. 1. London : Academic Press 1993. 743 s.

. WANG, H. - Ca0, G. - PRIOR, L. R.: Oxygen radical absorbing capacity of anthocyanins.

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45, 1997, s. 304-309.

. WaNG, H. - Cao, G. - PrRIOR, L. R.: Total antioxidant capacity of fruits. Journal

of Agricultural and Food Chemistry, 44, 1996, s. 701-705.

. SARMA, A. D. - YELLAMRAIJU, S. - RAMESHWAR, S.: Antioxidant ability of anthocyanins

against ascorbic acid oxidation. Phytochemistry, 45, 1997, s. 671-674.

. GIROTTI, S. - FERRI, E. - GHINIL, S. - RODA, A. - PasINI, P. - CARREA, G. - BOVARA, R -

Lopr, S. - Last, G. - NAVARRO, J. - RAaucH, P.: Luminescent techniques applied to food
analysis. Quimica Analitica, 16 (Suppl 1), 1997, s. S111-S117.

. VYSKUMNY USTAV POTRAVINARSKY: Spdsob vyroby farbiaceho prepardtu z cervenej repy.

Avxutori: Silhdr, S. - Kintlerovd, A. - Kova¢, M. - Sodomovd, E. - Klimkov4, R. - Drdédk, M.
Ceskoslovenska federativna republika. Prihldska vyndlezu, PV 3262-92. 30.10.1992.

. VYSKUMNY USTAV POTRAVINARSKY: Koncentrdt antokydnovych farbiv z vyliskov plodov

bazy ciernej. Autori: Silhdr, S. - Kin}lerové, A. - Polivka, L. - Kovd¢, M. Slovenskd repub-
lika. Prihlaska uzitkového vzoru, PUV 32/98. 10.6.1998.

. BRONUM-HANSEN, K. - HANSEN, S. H.: HPLC separation of anthocyanins of Sambu-

cus nigra L. Journal of Chromatography, 262, 1983, s. 385-392.

Mazza, G. - MiINIATI, E.: Malonyl anthocyanins in purple sunflower seed.
Phytochemistry, 35, 1994, s. 237-239.

Howwm, E. I. T.: Extraction and characterization of the pigment in the purple-hulled sun-
flower. Dissertation Abstracts International, -B, 48, 1988, ¢. 8, Order no. DA8723825,
125 s.

redakcie doslo 20.4.1999.

Luminometric determination of the antioxidative activity of natural colour concentrates

KucHTA, T. - HAPALA, 1. - MARIASSYOVA, M. - CANTAGALLI, D. - GIROTTI, S.:
Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 103-108.

SUMMARY. A luminometric method for the determination of antioxidative activity was devel-
oped. The method is based on the quantification of the interruption of luminescence
of the system hydrogen peroxide - horseradish peroxidase - luminol following the addition
of antioxidants. Ascorbic acid was used as a standard in order to construct the calibration
curve. The method proved to be suitable for the determination of the antioxidative activity of
anthocyanin and betalain colour concentrates.

KEYWORDS: antioxidative activity; luminescence; natural colour
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