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Porovnanie roznych metod extrakcie lykopénu
z rajciakovych produktov

STEFAN SCHMIDT - MAREK VAJDAK - LUCIA ZAHRADNIKOVA
- STANISLAV SEKRETAR - JAROSLAV ZEMANOVIC

SUHRN. V prici sa sledovali extrakéné a analytické techniky prirodného farbiva lykopénu.
Ako vzorky sa pouzili pretlaky bezne dostupné v obchodnej sieti a suseny rajciakovy pra-
ok, ktory sa pouziva v potravindrskej vyrobe. Na extrakciu lykopénu sa pouzil petroléter
a hexdn, analyza ziskanych extraktov sa vykonala spektrofotometricky a HPLC chroma-
tografiou. VhodnejS$im rozpustadlom pre izoldciu je hexdn, ale v pripade rajc¢iakového
prasku je potrebnd eSte optimalizdcia izolaéného postupu, pretoze sa dosiahla iba 58,3%
vytaznost v porovnani s 96,3% vytaznostou pri pretlaku.
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Karotenoid lykopén je velmi rozSireny prirodny pigment syntetizovany
rastlinami a mikroorganizmami. Dozrievanim plodov rastlin obsah chlorofy-
lu klesd a vzrasta obsah karotenoidov, ktoré si zodpovedné za pestré farby
mnohych druhov ovocia, zeleniny, ale i mnohych kvetov. Karotenoidy tieZ pri-
spievaju k sfarbeniu niektorych suchozemskych a morskych Zivocichov [1].

Ddévodom pre neustéle rastiici zaujem o lykopén su jeho vlastnosti. Je pri-
rodzenou zlozkou krvnej plazmy a niektorych tkaniv, kde je zastipenie lyko-
pénu omnoho vysSie ako zastipenie ostatnych karotenoidov. Zo schopnosti
zhasat singletovy kyslik 1O2, vychytdvat hydroperoxidové radikaly ROO-®
a inhibovat oxiddciu LDL lipoproteinovej frakcie pravdepodobne vyplyvaju
aj jeho biologické a zdravotné ucinky [2, 3], najma zniZenie rizika vzniku kar-
diovaskuldrnych ochoreni (aterosklerdza, cholesterolémia) a rakoviny (plic,
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koze, prostaty, zazivacieho traktu). Rozsiahle pouzitie raj¢iakovej pasty ako
prirodného farbiva zvySuje zaujem aj komercnej sféry [4].

Hlavnym zdrojom lykopénu st rajciaky (Lycopersicon esculentum L.) a vy-
robky z nich [2, 5]. Lykopén tu predstavuje 80-90 % vsetkych pritomnych
pigmentov. Rajciaky a vyrobky z nich mozno povazovat z hladiska zdravej
vyzivy za velmi vhodné zlozky potravy. Maju nizky obsah tukov a si dobrym
zdrojom vldkniny. Su bohaté na obsah vitaminu A a C, B-karoténu, draslika
a lykopénu. Obsah lykopénu v Cerstvych raj¢iakoch zavisi od odrody, stupna
zrelosti a napokon od klimatickych podmienok, pri ktorych plody dozrieva-
li. V rajciakovej Supke sa nachddza asi 12 mg lykopénu na 100 g, kym cely
zrely plod obsahuje iba 3,4 mg na 100 g. Koncentracia lykopénu v raj¢iakove;j
Supke je teda asi 3-krat vicsia ako v celom plode [1]. Bohat$im zdrojom lyko-
pénu su plody jesennej olivy (Elaeagnus umbellata Thunberg), ktoré obsahuju
az 18-krat viac lykopénu (15-54 mg na 100g) ako rajciaky [6].

Struktira lykopénu zndzornend na obr. 1 (y,y-karotén, C4oHse) pozostd-
va z linedrneho nenasyteného uhlikového retazca s 13 dvojitymi vézbami,
z ktorych je 11 konjugovanych.

CH; CH; CH; CH;

OBR. 1. Struktira molekuly lykopénu.
F1G. 1. Structure of the lycopene molecule.

Lykopén moze tvorit rozne geometrické izoméry. V prirode sa lyko-
pén vyskytuje v all-trans konfiguracii, avSak v mieste az siedmich dvojitych
véazieb moze dochddzat k izomerizdcii z frans-formy na cis-formu. Vplyvom
tepla, svetla a chemickych reakcii mozu vznikat mono- alebo poly-cis-formy.
V rajciakoch je prevladajucou formou all-trans lykopén, ktory je aj termo-
dynamicky najstabilnejsi. V Iudskom sére a tkanivach predstavuje cis-forma
50 % z celkového mnozstva [2].

Lykopén je velmi citlivy na svetlo, teplo, kyslik a kyslé prostredie, pric-
om dochdadza k jeho degraddcii. Pritomnost kovovych iénov ako Cu2+,
Fe3+ v prostredi katalyzuje oxidaciu lykopénu. Lykopén je dobre rozpustny
v chloroforme, hexdne, benzéne, acetone, petroléteri, CO2 a nerozpustny
vo vode, metanole a etanole [1].
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Antioxidac¢né vlastnosti lykopénu spocivaju v schopnosti zhdSat singleto-
vy kyslik 103 fyzikdlnou alebo chemickou cestou a v schopnosti vychytdvat
volné radikdly. Vyznam zhdSania singletového kyslika spociva v tom, zZe lyko-
pén (ako aj ostatné karotenoidy) sliZi ako antioxidant bez toho, aby doslo
k zmene jeho Struktiry. ZhdSanie singletového kyslika vedie hlavne ku vyzi-
areniu energie vo forme tepla, kym reakciou lykopénu s volnymi radikdlmi
(pri autooxiddcii lipidov), dochddza ku prenosu elektrénov [7].

Lykopén pritomny v [udskej plazme je jednym z karotenoidov bez A-pro-
vitaminovej funkcie. M4 vSak najvysSiu zhdsaciu kapacitu singletového kys-
lika in vitro. Pozorovali sa vztahy medzi koncentrdciou lykopénu v sére a ri-
zikom vzniku nddorov, predovSetkym prostaty, pankreasu, Criev a Zalidka.
Tento karotenoid bol identifikovany v mnohych tkanivach, ako su oblicky,
Stitna zlaza, slezina, pecen, semenniky a tukové tkanivo. Jeho mnozstvo
v krvnej plazme je povazované za uZito¢ny klinicky parameter asociovany
s ochoreniami srdca, pretoze nizka hladina lykopénu v krvi sivisi s rastom
rizika vzniku chor6b obehového systému [8, 9]. Antioxidac¢ny tcinok tohto
karotenoidu zabranuje oxiddcii LDL lipoproteinov a tym prispieva k znize-
niu nebezpecenstva vzniku aterosklerdzy [1].

Cielom predlozZenej prace bolo odskusSanie niektorych extrakénych postu-
pov pre izoldciu lykopénu, vypracovanie analytickej metddy stanovenia izo-
lovaného lykopénu s moznostou pouzitia ziskanych extraktov pre dalSie
experimentdlne préce.

Material a metddy

Vzorky pretlakov vyrobcov z Talianska (pretlak A), Slovenskej republi-
ky (pretlak B) a Ceskej republiky (pretlak C) sa zakupili v obchodnej sieti
potravin. SuSeny rajciakovy prasok dodala spolo¢nost KUK Bratislava.
U vSetkych vzoriek sa stanovil obsah vody suSenim infraziari¢cmi podla [10].

Pouzité chemikdlie

V experimentdlnej prdci pri extrakcii a stanoveni sa pouzili tieto che-
mikdlie: aceton, acetonitril, dichlormetan, dusik, metanol, etanol (95 %),
hexdn a petroléter. Pouzité chemikalie boli Cistoty p. a., dusik bol technickej
Cistoty.

Pre kvalitativhu a kvantitativhu analyzu sa pouzil komerény lykopén
Oleoresina Tomate 5 % Licopeno (praskova forma) od firmy Exquim,
Barcelona, Spanielsko.
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Priprava extraktov

Na extrakciu lykopénu sa pouzili dva extrakéné postupy. Prvym postupom
bola izoldcia perkoldciou na laboratérnom extraktore (typ harfa). Rajcia-
kovy pretlak (250 g) sa rozmieSal s 250 ml destilovanej vody. Takto upravena
vzorka sa extrahovala s 500 ml petroléteru pocas 15 hodin. Rozpustadlo
sa odparilo na vdkuovej rotacnej odparke do konStantnej hmotnosti.

Druhou izola¢nou metédou bola jednostupriovd extrakcia s pouzitim
hexdnu ako rozpustadla [11, 12]. K nédvazku vzorky (4 g) sa pridalo 25 ml
acetonu, v ktorom sa rozpustil BHT (0,05 % w/v) a rovnaké mnoZstvo eta-
nolu. K takto upravenej vzorke sa pridalo 50 ml hexdnu. Po 15 minttach
mieSania v fadovom kupeli sa pridalo 20 ml destilovanej vody. Hexdnovy
podiel sa po separdcii v oddelovacom lieviku odparil na vakuovej odparke.
Ziskany extrakt sa kvantitativne rozpustil v dichlérmetane a pred uzavretim
odmernej banky sa vzduch vytesnil dusikom.

Rajciakovy prasok (50 g) sa extrahoval v aparatire podla Soxhleta [13]
do 250 ml petroléteru. Porovnanie ucinnosti extrakcie jednotlivymi meto-
dami sa stanovila porovnanim vytaznosti. Statistickd analyza sa vykonala
pomocou softvéru Microsoft Excel 97.

Identifikdcia a stanovenie lykopénu

Na identifikdciu a stanovenie lykopénu sa pouzil UV-VIS spektrofoto-
meter Shimadzu 1601 (Kjoto, Japonsko) a vysokoucinnd kvapalinové chro-
matografia na obratenych fazach (RP-HPLC, Laboratorni pfistroje Praha,
Ceska republika).

Absorp¢né maximd pripravenych extraktov sa merali v rozsahu vlnovej
dizky A 250-650 nm. Analyzy pomocou HPLC sa uskutoénili pri prietoku
mobilnej fazy 2 ml.min-l, ktorej zloZenie bolo acetonitril, dichlérmetdn,
metanol (v objemovom pomere 45:10:45) na koléne Separon SGX
Cis, dizky 250 mm a velkosti ¢astic 7 um (Tessek, Praha, Ceskd republi-
ka). Vzorky sa injektovali v mnozstve 20 pl davkovacim sluckovym ven-
tilom (Rheodyne Model 7010, Rohnert Park, USA). Detekcia prebiehala
na UV detektore typ LCD 2040 (Laboratorni piistroje Praha, Ceskd repub-
lika) pri 470 nm [14].

Vysledky a diskusia
Obsah vody

V tab. 1 sd uvedené hodnoty pre obsah vody vo vzorkdch rajciakovych
pretlakov a rajc¢iakového prasku. Z nameranych udajov je zrejmé, Ze medzi
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TaB. 1. Obsah vody v pouzitych rajc¢iakovych vyrobkoch.
TaB. 1. Water content in used tomato products.

Smerodajnd
2

Vzorka1 Obsah VOdy [%] OdCh}ﬂka3
pretlak4 A 91,03 = 0,36 0,15
pretlak B 74,47 = 0,64 0,26
pretlak C 77,05 = 1,02 0,41
prasok> 9,75 = 0,77 0,31

Smerodajnd odchylka sa vypocitala z 5 merani.
Standard deviation was calculated from 5 measurements. 1 - sample, 2 - water content,
3 - standard deviation, 4 - paste, 5 - powder.

vzorkami su znacné disproporcie. Tieto rozdiely su vSak s velkou pravde-
podobnostou v reldcii s konkrétnym technologickym spracovanim rajciakov
pri vyrobe pretlakov v roznych vyrobniach.

UV-VIS spektroskopia extraktov
Na identifikdciu lykopénu v extraktoch sa pouzila spektrdlna analyza,
pri ktorej sa meralo absorpéné spektrum priamo izolovanych extraktov.
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OBR. 2. UV-VIS spektrum extraktov v hexdne.
Extrakty z pretlaku A a prdsku sa riedili 20-krdt, komercny lykopén 40-krdt.

F1G. 2. UV-VIS spectrum of extracts in hexane.
Extracts from the paste A and from the powder were diluted by a factor of 20, commercial
lycopene by a factor of 40. 1 - absorbance, 2 - wavelength, 3 - paste A, 4 - commercial lyco-
pene, 5 - powder.
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V niektorych pripadoch bolo vSak potrebné pouzit riedenia, pricom ako
rozpustadld sa pouZil hexdn a dichlérmetdn. Na obr. 2 si zndzornené spektrd
extraktu pretlaku, praSku a komeréného lykopénu v hexdne.

Absorpéné maximd pripravenych extraktov sa zistili pri vinovej dizke 445,
471 a 502 nm pri hexdne a 456, 482 a 514 nm pri dichlérmetdne. Vysledky
merani su porovnatelné s vysledkami podla Davisa [15]. Na zdklade name-
ranych vysledkov mozno konstatovat, Ze vo vSetkych extraktoch je pritomny
lykopén, pricom jeho mnozstvo v jednotlivych izoldtoch sa prejavilo roznou
vySkou absorbancie.

HPLC analyza extraktov

Pri identifikdcii pritomnosti lykopénu v extrakte sa pouZilo porovnanie
elucnej charakteristiky komeréného lykopénu a extraktov, ako aj porovnanie

lycopene

N |t

OBR. 3. HPLC chromatogram lykopénu
v extrakte z rajciakového pretlaku (B) a komer¢ného lykopénu (A).
Fi1G. 3. HPLC chromatogram of lycopene
in the analysed extract from tomato paste (B) and the commercial lycopene (A).
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OBR. 4. Kalibra¢nd ¢iara a korelaény koeficient R2
stanovenia obsahu lykopénu pomocou HPLC.
FIG. 4. Calibration line and the correlation coefficient R2 value
for the determination of lycopene content using HPLC.
1 - detector response, 2- lycopene.

s udajmi uZ publikovanymi v odbornej literatire. Reten¢ny ¢as komeréného
lykopénu bol 3,67 min a analyzovaného extraktu 3,66 min.

Z priebehu chromatografického zdznamu komeréného lykopénu a vzo-
riek na obr. 3 je mozné predpokladat vo vzorke i v komerénom lykopéne
pritomnost aj dalSich karotenoidov. Porovnanim chromatogramu s publi-
kovanymi udajmi podla Hakala [14] sa pred lykopénom z kolény typu RP
vymyvaju xantofyly.

Pri kvantitativnom stanoveni lykopénu pritomného vo vzorkdch sa pouzi-
la kalibracna ciara (obr. 4).

Ziskané analytické hodnoty pre pouZité extrakéné postupy sa Statisticky
vyhodnotili a obsah lykopénu sa prepocital na 100 g vzorky. Tieto hodnoty
su uvedené v tab. 2.

Pri izol4cii petroléterom sa zistil najvySsi obsah lykopénu u rajc¢iakového
prasku. Zisteny vysledok je v porovnani s pretlakmi pravdepodobne ovplyv-
neny kratSim tepelnym namdhanim lykopénu pocas izoldcie, ako aj niz§im
obsahom vody vo vzorke. Pri pouziti hexdnu ako extrakéného rozpustadla
a za inych tepelnych podmienok pocas izoldcie sa zistilo, Ze najvySsi obsah

Vv
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TaB. 2. Obsah lykopénu (mg/100 g) vo vzorkach pretlakov a prasku.
TaB. 2. Lycopene content (mg/100 g) in tomato paste and powder samples.

Izol4cia petroléterom? ‘ Izoldcia hexdnom?3
Vzorkal [me/100g]
pretlak4 A 3,65 = 0,25 127,52 + 10,07
pretlak B 6,14 = 0,92 140,46 * 6,56
pretlak C 3,25 = 0,21 143,97 + 10,07
prasokd 13,19 = 0,38 71,94 = 8,75

1 - sample, 2 - isolation with petroleum ether, 3 - isolation with hexane, 4 - paste, 5 - powder.

¢iakového prasku. Namerané hodnoty su porovnatelné s idajmi pre rovnaky
typ vzoriek v literatdre [1, 12], avSak i literdrne zdroje sa v tomto pripade
roznia.

Stanovenie vytaznosti izolacnej metody

Pri stanoveni obsahu lykopénu vo vzorkach sa merala i vytaznost izolac-
nych postupov metddou Standardného pridavku, vzhladom na rozne tepel-
né podmienky izoldcie a pouzité rozpustadla (tab. 3). Vytaznost lykopénu
sa stanovila pri pretlaku B.

Extrakénd metdda s pouZitim hexdnu sa ukdzala ako vyhodnejSia
pri pretlakoch, avSak v pripade suSeného prasku sa zistila jej nizka dcinnost.
Pri extrakcii petroléterom Soxhletovym extraktorom sa u rajé¢iakového pras-
ku zistila vysSia ucinnost ako v pripade extraktora typu ,,harfa®“ pouzitom
pri pretlakoch.

Na niZ$iu ucinnost extrakcie petroléterom pri pretlakoch pravdepodobne
malo vplyv dlhSie tepelné namdhanie, pri ktorom prislo k strate urcitého
mnozstva lykopénu degraddciou.

TaB. 3. Porovnanie vytaznosti pouzitych izola¢nych metdd.
TaB. 3. Comparison of the recovery rates of isolation methods used.

Izola¢ny postup! Vytaznost? [%)]
petroléter (pretlak)3 77,81 + 2,64
petroléter (prasok)* 87,36+3,42
hexdn (pretlak)> 96,33 + 5,45
hexdn (prasok)° 53,83 = 1,61

1 - isolation method, 2 - recovery rate, 3 - petroleum ether (paste), 4 - petroleum ether (pow-
der), 5 - hexane (paste), 6 - hexane (powder).
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Zaver

Cielom prdce bola izoldcia, identifikdcia a stanovenie lykopénu vo vybra-
nych vzorkdch pretlakov a suSeného rajciakového prasku. Izoldcia sa usku-
to¢nila dvomi rozdielnymi postupmi, priCom sa stanovoval obsah lykopénu
v extrakte a vytaznost metddy. Na zdklade ziskanych vysledkov mozno kon-
Statovat, Ze izolacny postup a podmienky zdsadne vplyvaju na obsah lykopé-
nu v pripravenom extrakte. Vhodnejs$im izola¢nym rozpustadlom pre extrak-
ciu lykopénu zo vzoriek je hexdn, avSak pri priprave izoldtov z rajciakového
prasku bude este potrebné modifikovat izolacny postup. Tu bude pravdepo-
dobne potrebné predizit dobu kontaktu vzorky s rozpustadlom. Rajiakovy
prasok vSak bude zjavne menej vhodnym zdrojom lykopénu vzhladom
na technologicky postup vyroby, pri ktorom dochddza k vécsej tepelnej
a oxidacnej degraddcii. Na kvalitativnu i kvantitativhu analyzu lykopénu
su vhodné metddy spektralnej analyzy a vysokoucinnej kvapalinovej chro-
matografie na obratenych fazach.
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Comparison of different lycopene extraction methods from tomato products

SCHMIDT, S. - VAIDAK, M. - ZAHRADNIKOVA, L. - SEKRETAR, S. - ZEMANOVIC, J.:
Bull. potrav. Vysk., 43, 2004, p. 79-88.

SUMMARY. The extraction and analytical methods of the natural pigment lycopene were stu-
died. Tomato pastes from local supermarkets and tomato powder used in the food industry
were used as the samples. Hexane and petroleum ether were used as extraction solvents.
Extracts prepared were analysed by HPLC and UV-VIS spectroscopy. Results showed that
hexane was a more suitable extraction solvent, but in case of the tomato powder, optimization
of the isolation procedure was needed because the recovery rate was only 58.3 %, compared
to 96.3 % at the tomato paste.

KEYWORDS: lycopene; tomato; extraction; HPLC
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