ZYWNOSC 3(24) Supi, 2000

DOROTA SOSNOWSKA

ZMIANY AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ (+) KATECHINY
W WYNIKU UTLENIANIA ENZYMATYCZNEGO

Streszczenie

(+) katechina wykazuje cenne witasciwosci biologiczne, jest efektywnym zmiataczem wolnych rodni-
kéw. W pracy badano wptyw enzymatycznego utleniania (+) katechiny na jej aktywno$¢ antyoksydacyj-
ng. Proces utleniania (+) katechiny prowadzono przy udziale polifenolooksydazy (PPO) i tyrozynazy w
pH 4 i 7. Aktywno$¢ antyoksydacyjng badanych roztworéw okreslano dwoma metodami polegajagcymi na
zmiataniu rodnikéw: DPPH i ABTS. Zmiany zawartosci (+) katechiny oraz produkty jej degradacji reje-
strowano metodg HPLC i TLC. Szybko$¢ utleniania (+) katechiny byta wyzsza w obecnosci PPO niz
tyrozynazy. Obnizenie pH $rodowiska reakcyjnego z 7 do 4 powodowato zmniejszenie szybkosci utlenia-
nia katechiny. Dwugodzinne utlenianie katechiny (PPO w pH 7) powodowato spadek zawartosci tego
monomeru 0 57% i pojawienie sie dimeréw i tetrameréw. Natomiast efektywno$¢ zmiatania stabilnego
rodnika DPPH obnizyta sie 0 25% a ABTS tylko o 12%, co moze sugerowac, ze produkty enzymatyczne-
go utleniania (+) katechiny wykazuja pewng aktywno$¢ antyoksydacyjng w stosunku do tych rodnikéw.

W step

Badania ostatnich lat wykazaty, ze cennym skiadnikiem owocow i warzyw
straczkowych sg flawanole nalezace do zwigzkéw polifenolowych o szkielecie Cs-C3
C6. W tkankach roslin flawanole wystepujg zaréwno w formie monomeréw flawan-3-
oli czyli katechin, jak i w formie spolimeryzowanej jako proantocyjanidyny. Z uwagi
na duzg liczbe grup hydroksylowych w czasteczce sg one zwigzkami labilnymi, tatwo
utleniajg sie, reagujg miedzy sobg i wchodzg w reakcje z innymi sktadnikami $rodowi-
ska.

Katechiny sg dobrymi substratami dla fenolooksydaz. Pierwszym produktem ich
enzymatycznego utleniania sg bardzo reaktywne chinony, ktére ulegajg dalszym prze-
mianom do brunatnych melanin, co obniza jako$¢ produktéw owocowych, szczeg6lnie
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jabtkowych. Na przebieg procesu enzymatycznego brunatnienia ma wptyw wiele
czynnikdéw, a wsrdd nich: stezenie i rodzaj substrata, pH Srodowiska reakcyjnego, ak-
tywnos¢ i powinowactwo substratowe polifenolooksydaz (PPO) [4, s ].

Z drugiej za$ strony flawanole wykazujg cenne wtasciwosci biologiczne, sg bar-
dzo efektywnymi zmiataczami wolnych rodnikdw, ktdre nalezg do czynnikéw uszka-
dzajacych komorki i wywotujgcych mutacje i nowotwory. Skuteczno$¢ zmiatania przez
(+) kateching szczegdlnie groznych dla zdrowia anionorodnikéw ponadtlenkowych
byta 7-krotnie wyzsza w porownaniu z kwasem askorbinowym [5], a jako czynnik
opo6zniajacy utlenienie LDL katechina okazata sie 10-krotnie skuteczniejsza niz kwas
askorbinowy i az 2 o -krotnie w poréwnaniu z a-tokoferolem [10].

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze katechiny sg to zwigzki nietrwate, ulegajgce
tatwo enzymatycznym inieenzymatycznym przemianom wptywajacym na cechy sen-
soryczne i warto$¢ biologiczng przetworéw owocowych.

Natomiast mato jest doniesien na temat wpltywu powyzszych przemian na aktyw-
nos¢ antyoksydacyjna flawanoli.

Celem pracy byto okreSlenie zaleznosci pomiedzy stopniem enzymatycznych
przemian (+) katechiny, ajej aktywnoscig antyoksydacyjna.

Materiat i metody badan

Enzymatyczne utlenianie 0,6 mM (+) katechiny (Sigma) prowadzono z udziatem
polifenolooksydazy (PPO) wyizolowanej z jabtek odmiany Lobo [s] lub tyrozynazy
(Sigma) (3,3-104j.a./dm3) w buforze Mcllvaine’a o pH 4,0 lub 7,0.

Zmiany zawartosci (+)katechiny rejestrowano metodg HPLC [7]. Analizy wyko-
nano przy uzyciu chromatografu cieczowego firmy Knauer wyposazonego w detektor
UV-VIS i kolumne LiChrospher-100, RP-18 (5 unt). Szybkos¢ przeptywu fazy rucho-
mej wynosita 1 cms/min. Detekcje (+)katechiny prowadzono przy dtugosci fali
280 nm. Faze ruchomg stanowit uktad rozpuszczalnikdw: (A) acetonitryl; (B) woda
redestylowana zakwaszona do pH 2,6 85% kwasem orto-fosforowym.

Do badania stopnia polimeryzacji stosowano chromatografig cienkowarstwowag na
silikazelu G-60 w uktadzie rozwijajgcym: toluen - aceton - kwas mrowkowy (3:3:1).
Chromatogramy wywotywano 4% roztworem waniliny w CH:OH/HCI (4:1) [3],

Wiasciwosci przeciwutleniajgce oznaczano metodami polegajagcymi na spektro-
fotometrycznym pomiarze zmian stezenia barwnych rodnikéw:

1) stabilnego rodnika DPPH' (1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl) - aktywnos$¢ antyoksy-
dacyjng podano jako stezenie antyoksydanta potrzebne do 50% redukcji DPPH.
Czym mniejsza warto$¢ liczbowa IC% tym wyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna
badanego zwiazku [12],
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2) kationorodnika ABTS+ (2,2’azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) -
wyniki wyrazano jako TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) okresSlajg-
cy milimolowe stezenie troloxu odpowiadajgce stezeniu ImM badanych antyoksy-
dantéw. Czym wyzsza warto$¢ liczbowa TEAC tym wyzsza aktywno$é antyoksy-
dacyjna badanego zwigzku [9],

Wyniki i dyskusja

Katechiny obok kwasu chlorogenowego i kawowego sg polifenolami najbardziej
podatnymi na utlenianie enzymatyczne. Szybkos¢ tego procesu zalezy m.in. od rodzaju
enzymu i pH $rodowiska. Dla polifenolooksydazy optymalne pH wynosi okoto 7, ale
pH owocow iprzetworéw owocowych jest znacznie nizsze i wynosi 3-4. Wobec tego
badania szybkosci enzymatycznej degradacji katechiny prowadzono w pH 4 i 7. W tab.
1. przedstawiono zmiany zawartosci (+) katechiny w czasie enzymatycznego utleniania
rejestrowane metodg HPLC.

Tabela :

Zmiany zawartosci (+) katechiny w wyniku enzymatycznego utleniania.
Changes of (+) catechin contents during enzymatic oxidation.

Utlenianie katechiny w obecnosci

Utlenianie katechiny w obecnosci PPO
tyrozynazy

Czas reakcji Enzymatic oxidation of catechin . o .
Reaction time in the presence of PPO Erszmatlc oxidation of c¢jitech|n
in the presence of tyrosinase
pH =7 pH =4.0 pH =7.0
Zachowalno$¢ Zachowalnos¢ Zachowalnos$¢
[min] Retention Retention Retention
[%] [%] [%]
0 100 100 100
5 83,4 - 91,0
30 57,4 91,1 90,0
60 48,2 90,0 88,9
120 43,3 92,6 90,6
240 - 86,9 90,6
24h 30,9 82,0 71,5

W poczatkowym etapie proces enzymatycznego utleniania (+) katechiny w obec-
nosci PPO w pH 7 zachodzit bardzo szybko - czas potowicznego rozpadu Tos =47 min
(R2= 0,9). Dalsze utlenianie byto juz znacznie wolniejsze i po 24 godzinach zachowal-
no$¢ substratu wynosita 30%. Obnizenie pH $rodowiska reakcyjnego z 7 do 4 powo-
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dowato zmniejszenie szybko$ci utleniania (+) katechiny. Po 47 min. jej zachowalno$¢
wynosita okoto 90%, a po 24 godzinach 80%. Aktywnos¢ tyrozynazy w procesie utle-
niania katechiny byta znacznie nizsza niz PPO. W roztworze o pH 7 szybkos$¢ brunat-
nienia byta zblizona do zaobserwowanej z udziatem PPO przy pH 4.

Do kontroli przemian (+) katechiny w procesie enzymatycznego utleniania zasto-
sowano chromatografie cienkowarstwowa (rys. 1).

Rys. 1. Chromatogram TLC produktow utleniania (+) katechiny w obecnosci PPO w pH 7.
Fig. 1. The TLC chromatogram of (+)catechin oxidation products in the presence of PPO at pH 7.

Na chromatogramie TLC (PPO w pH 7) zaobserwowano wyrazny ubytek mono-
meru (+) katechiny i powstawanie zwigzkéw o wartosci wspotczynnikéw Rf odpowia-
dajacych dimerom itetramerom tanin skondensowanych [3], ktére réwniez wykazujg
aktywnos$¢ antyoksydacyjng. Po 24 godzinach nie stwierdzono obecnosci monomeru,
natomiast zaobserwowano pojawienie sie ,,ciggngcej sie plamy”, wskazujgcej na poja-
wienie sie szeregu produktéw polimeryzacji o zréznicowanych masach czgsteczko-
wych. Guyot ze wsp. [2] stwierdzit, iz w wyniku utleniania (+) katechiny polifenolook-
sydaza wyizolowang z winogron powstawaty zwigzki bedace izomerami proantocyja-
nidyn typu A i B.

Natomiast na widmach absorpcji przedstawiajgcych utlenianie katechiny przez
PPO w pH 7 (rys. 2) zaobserwowano niewielki wzrost absorbancji przy 280 nm oraz
pojawienie sie piku w zakresie widzialnym, ktéry odpowiadal barwnym produktom
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utleniania (+) katechiny. Wedtug Guyota i wsp. [1], w procesie utleniania (+) katechi-
ny w pH 6 przewazaly zwigzki o zabarwieniu zottym - A™* 385 i 412 nm, zaS w pH 3
produkty utlenienia (+) katechiny wykazywalty maksimum absorbancji przy 280 nm i
powstawatly jedynie Sladowe ilosci zwigzkéw barwnych z maksimum absorbancji przy
400 nm.

Rys. 2. Widma absorpcji w czasie utleniania (+) katechiny w obecno$ci PPO w pH 7;
po czasie: 1- O0min; 2-10 min; 3-30 min; 4-60 min.

Fig. 2. Spectra (+)catechin during enzymatic oxidation in the presence of PPO at pH 7;
1- 0min; 2-10 min; 3-30 min; 4-60 min.

Aktywnos$é antyoksydacyjng produktow utleniania (+) katechiny okres$lano dwo-
ma metodami polegajgcymi na spektrofotometrycznym pomiarze zmian stezenia
barwnych rodnikéw (rys. 3). Po dwoch godzinach enzymatycznego utleniania
(+) katechiny przez PPO w pH 7 spadek zawartosci katechiny wynosit 57%, natomiast
efektywno$¢ zmiatania stabilnego rodnika DPPH (wyrazana jako IC50) obnizyta sie o
25% za$ kationorodnika ABTS (wyrazona jako TEAC) tylko o 12%. Dalsze utlenianie
(+) katechiny nie powodowato istotnych zmian IC50, za$ wspditczynnik TEAC obnizyt
sie az 0 40%. Sugerowac to moze, ze produkty enzymatycznego utleniania (+) katechi-
ny wykazujg r6zng aktywnos$¢ antyoksydacyjng w stosunku do badanych rodnikéw.
W obecnosci tyrozynazy (+) katechina ulegata utlenieniu znacznie wolniej, a witasci-
wosci antyoksydacyjne badanych roztworéw tylko w niewielkim stopniu ulegty zmia-
nie. Wczesniejsze badania wtasne wykazaty réwniez, iz w czasie ogrzewania roztwo-
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réw (+) katechiny w 90°C, w pH 7 pomimo szybkiego spadku zawartosci tego mono-
meru wasciwosci antyoksydacyjne badanych roztworéw obnizaty sie znacznie wolniej
(okre$lane jako IC®w metodzie z DPPH) [11],

Rys. 3. Relacja pomiedzy zdolnoScig zmiatania rodnikéw DPPH [IC5 - pM] oraz kationorodnika
ABTS+ [TEAC - pM] a spadkiem zawarto$ci (+) katechiny [%] w czasie utleniania roztworéw
modelowych w pH 7,0 w obecnosci: A - PPO; B - tyrozynazy.

Fig. 3. Influence of enzymatic oxidation on the relationship between antioxidant activity determined by

DPPH [IC®- uM] and ABTS+ [TEAC - uM] radical scavenging and (+) catechin retention [%)]
in the presence: A - PPO; B - tyrosinase.

Podsumowanie

Szybko$¢ enzymatycznego utleniania w duzej mierze zalezy od rodzaju zastoso-
wanego enzymu oraz pH $rodowiska reakcyjnego. Proces dwugodzinnego utleniania
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(+) katechiny w obecnos$ci PPO w pH 7 powodowat obnizenie zawarto$ci tego mono-
meru o okoto 60% oraz pojawienie sie nowych zwigzkéw o wspotczynnikach Rf od-
powiadajagcych dimerom i tetramerom tanin skondensowanych. Aktywno$¢ antyoksy-
dacyjna tych roztworow ulegata obnizeniu znacznie wolniej niz spadek zawartosci
katechiny (IC50 o0 25%, za$ TEAC tylko o 12%). Moze to by¢ spowodowane tym, iz
produkty enzymatycznego utleniania (+) katechiny wykazujg aktywno$¢ antyoksyda-
cyjng w stosunku do badanych rodnikow.
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CHANGES OF (+)CATECHIN ANTIOXIDANT ACTIVITY DURING
ENZYMATIC OXIDATION

Summary

The effect of enzymatic oxidation of (+) catechin on its antioxidant activity was investigated. Enzy-
matic oxidation of (+) catechin in the presence of apple polyphenol oxidase (PPO) and tyrosinase was
studied at 25°C and in solution at pH 4 and 7. The antioxidant activity was determined by two methods:
ABTS and DPPH radical scavenging. (+) Catechin and the reaction products were monitored by HPLC
and TLC.

The rate of reaction in the presence of PPO at pH 7 was higher than at pH 4. The reaction products of
catechin oxidation were dimers and tetramers. The rate of oxidation of catechin in the presence of tyrosi-
nase was slower than in the presence of PPO. Antioxidant activity of catechin after two hours oxidation
(PPO at pH 7) was reduced about 25% in DPPH method (expressed as IC50) and only about 12% in ABTS
method (expressed as TEAC), in spite of big decrease content of monomer catechin (57%). This finding
indicates that as a result of (+) catechin enzymatic oxidation the compounds with antioxidant activity are
formed.



