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RAFAŁ WOŁOSIAK

PORÓWNANIE WŁAŚCIWOŚCI PRZECIWUTLENIAJĄCYCH 
PREPARATÓW KAROTENOIDÓW UZYSKANYCH Z OWOCÓW 

POMIDORA I PAPRYKI

S t r e s z c z e n i e

Badano aktywność przeciwutleniającą preparatów karotenoidów pomidora, papryki oraz P-karotenu 
wobec wolnych rodników, w procesie autooksydacji kwasu linolowego oraz w reakcji enzymatycznej 
katalizowanej przez lipooksygenazę. Stwierdzono lepsze właściwości P-karotenu w zastosowanych ukła
dach oksydacyjnych w odniesieniu do pozostałych preparatów. Preparat ten wykazywał 100% aktywności 
zastosowany w ilości 15 mg% wobec wolnych rodników, a także całkowicie hamował reakcję autooksy
dacji kwasu linolowego oraz enzymatycznego utleniania przez lipooksygenazę. W stosunku do wolnych 
rodników i w reakcji autooksydacji niewiele gorsze właściwości wykazywał preparat karotenoidów pomi
dora, podczas gdy preparat karotenoidów papryki miał wyraźnie mniejszą aktywność. Wszystkie badane 
karotenoidy najsłabiej hamowały powstawanie wtórnych produktów utleniania (preparat z pomidora do 
10%, P-karoten do 30%), a preparat z owoców papryki wykazał tendencje prooksydacyjne w wyższych 
stężeniach. Zmiana układu, w którym prowadzono reakcję enzymatyczną, z jednofazowego na emulsyjny 
spowodowała wyraźne polepszenie działania preparatów.

Słowa kluczowe: karotenoidy, pomidor, papryka, p-karoten, przeciwutleniacz, wolne rodniki, autooksy- 
dacja, lipooksygenaza.

Wstęp

Procesy oksydacyjne zachodzące w produktach żywnościowych podczas ich 
przerobu i przechowywania w poważnym stopniu ograniczają ich trwałość i wartość 
żywieniową [1, 2], Powszechnie stosowanym sposobem zapobiegania niekorzystnym 
zmianom oksydacyjnym jest stosowanie przeciwutleniaczy [16]. Do naturalnych sub
stancji o dużej skuteczności hamowania reakcji utleniania należą karotenoidy, jednak 
dotychczas zwracano przede wszystkim uwagę na ich zdolność do dezaktywacji tlenu 
singletowego [8, 15], Niektórzy autorzy prowad2 ili także prace nad zdolnością karote-
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noidów do „zmiatania” rodników. Była ona uzależniona od ilości i przestrzennego 
ułożenia podwójnych wiązań w ich cząsteczkach. W badaniach z użyciem kwasu 2,2’- 
azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego), jako źródła rodników, stwierdzono 
następujące uszeregowanie aktywności przeciwrodnikowej badanych karotenów: liko- 
pen > P-karoten > a-karoten, podczas gdy w układach oksydacyjnych innego typu ta 
kolejność ulegała zmianie [3], Podstawienie pierścieni grupami polarnymi, np. karbo- 
nylową lub hydroksylową, różnie wpływa na aktywność karotenoidów. Efekt ten jest 
w dużym stopniu uzależniony od środowiska, w jakim prowadzi się reakcję [5].

Celem niniejszej pracy było zbadanie właściwości preparatów karotenoidów o 
różnej budowie wobec wolnych rodników, w reakcji autooksydacji oraz w procesach 
utleniania katalizowanych enzymatycznie prowadzonych w układach jednofazowym i 
emulsyjnym.

Materiał i metody badań

W badaniach zastosowano preparaty karotenoidów z owoców pomidora (gdzie w 
przewadze występuje acykliczny karoten - likopen), papryki (której głównym karote- 
noidem jest ksantofil kapsantyna, zawierająca atomy tlenu w formie grup ketonowych 
i hydroksylowych) oraz, w celach porównawczych, jeden z najbardziej rozpowszech
nionych w przyrodzie karotenoidów, P-karoten w formie syntetycznego preparatu.

Preparaty karotenoidów z owoców pomidora i papryki uzyskano metodą dwu
krotnej ekstrakcji heksanem surowca poddanego homogenizacji i odwodnieniu przez 
dodatek bezwodnego siarczanu(VI) sodu (stosunek masowy homogenizatu i Na2S 04 = 
1:2). Heksan odparowywano pod zmniejszonym ciśnieniem, a otrzymane preparaty 
przepłukiwano strumieniem gazowego azotu i przechowywano w stanie zamrożonym 
[4], Preparat P-karotenu pochodził z firmy Fluka (22040, czystość min. 97%).

Ze względu na znaczącą rolę katalityczną jonów metali przejściowych w reak
cjach utleniania, w pracy oznaczano zdolność badanych preparatów do chelatowania 
jonów żelaza(II). Preparaty (50,5 mg) rozpuszczano w dichlorometanie (10 ml) i łą
czono (1:600) z etanolowym roztworem chlorku żelaza(II) o stężeniu 65 p.M. Niezwią- 
zaną część żelaza oznaczano spektrofotometrycznie (X,=562 nm) po reakcji z ferrozyną 
(5 mM roztwór wodny) [10], Wyniki przeliczano posługując się krzywą wzorcową 
przygotowaną z roztworów chlorku żelaza(II) w zakresie stężeń 0-65 (iM i wyrażano 
jako |iM związanego Fe/g preparatu.

Zdolność preparatów do dezaktywacji wolnych rodników oznaczano wobec sta
bilnych rodników DPPH* (l,l-difenylo-2-pikryIohydrazyI) [13] i kationorodników 
ABTS*+ [12]. W pierwszym przypadku roztwory preparatów w chloroformie łączono z 
chloroformowym roztworem DPPH*. Zawartość rodników OZMCZmO SpektWfOtOWe- 
trycznie (A,=517 nm) po 30 min inkubacji z badanymi karotenoidami (1, 5, 15 mg%)
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wobec odpowiednich próbek ślepych (bez dodatku rodników). Równolegle przygoto
wywano próbki kontrolne (nie zawierające badanych preparatów). Kationorodniki 
ABTS’+ wytwarzano z syntetycznego substratu (kwas 2,2’-azynobis[3-etylobenzo- 
tiazolino-6-sulfonowy]) w reakcji z nadsiarczanem potasu przez 24 godz. bez dostępu 
światła. Uzyskany roztwór rodników rozcieńczano etanolem do absorbancji 0,7 
(± 0,02) i mieszano z roztworami karotenoidów w dichlorometanie. Równolegle przy
gotowywano próbki kontrolne (nie zawierające badanych preparatów). Zawartość rod
ników oznaczano spektrofotometrycznie (^=734 nm) wobec próbek ślepych. Czas 
inkubacji wynosił 6 min, przed pomiarem próbki ponownie mieszano. Preparaty sto
sowano w ilości 1 i 5 mg%.

W pracy badano również właściwości preparatów karotenoidów (1, 5, 15 mg%) 
w procesie autooksydacji kwasu linolowego w układzie emulsyjnym, mierząc zawar
tość nadtlenków kwasu linolowego [9] i produktów ich rozpadu reagujących z kwasem 
tiobarbiturowym [18]. W celu przygotowania emulsji naważano kwas linolowy oraz 
Tween 20 i łączono z roztworami karotenoidów w chloroformie. Chloroform odparo
wywano strumieniem gazowego azotu i po dodaniu 0,05 M buforu fosforanowego (pH 
7,0) całość homogenizowano przy 20000 obr./min przez 30 s. Równolegle przygoto
wywano emulsje do próbek kontrolnych niezawierające dodatku karotenoidów. W celu 
oznaczenia zdolności karotenoidów do hamowania reakcji tworzenia nadtlenków kwa
su linolowego, do emulsji dodawano roztwór hemoglobiny i po 10 min termostatowa
nia w temp. 37°C reakcję utleniania zatrzymywano przez dodatek 0,6% kwasu solnego 
w etanolu. Zawartość nadtlenków oznaczano spektrofotometrycznie (A.=480 nm) po 
reakcji z tiocyjanianem amonu i chlorkiem żelaza(II) wobec próbek ślepych, których 
nie termostatowano, a roztwór hemoglobiny dodawano po roztworze kwasu solnego w 
etanolu. W celu określenia właściwości preparatów wobec wtórnych produktów utle
niania przygotowane emulsje termostatowano przez 24 h w temp. 37°C w obecności 
jonów żelaza(II) (próbki ślepe w temp. 6°C). Po tym czasie pobierano próbki, doda
wano 0,2% metanolowy roztwór BHT (w celu powstrzymania tworzenia się wtórnych 
produktów autooksydacji na dalszych etapach doświadczenia) oraz 0,5% roztwór kwa
su tiobarbiturowego w 5% kwasie solnym i ogrzewano we wrzącej łaźni wodnej przez 
20 min. Po ostudzeniu dodawano chloroform w celu oddzielenia fazy tłuszczowej, 
wirowano i mierzono absorbancję fazy wodnej (A. =  532 nm) wobec próbek ślepych.

Ostatnim etapem pracy było oznaczenie zdolności preparatów do hamowania re
akcji enzymatycznego utleniania katalizowanego przez lipooksygenazę [17]. Reakcję
prowadzono w układzie jednofazowym, pobierając roztwory karotenoidów w dichlo
rometanie (w przypadku próbek kontrolnych sam dichlorometan) oraz kwas linolowy i 
mieszając całość z etanolem, a nastqpnie rozcieńczając sześciokrotnie 0,2 M buforem 
boranowym (pH 9,0). Reakcję rozpoczynano przez dodatek enzymu w silnie schłodzo
nym buforze boranowym (10000 j/ml) i po 12 min dokonywano pomiaru absorbancji
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przy 234 nm wobec próbek ślepych, w których dodatek enzymu zastąpiono buforem 
boranowym. Badane preparaty stosowano w ilości 1 mg%. Ponadto reakcję enzyma
tyczną prowadzono także w układzie heterofazowym, przygotowanym przez połącze
nie Tween 20, roztworów karotenoidów w chloroformie i kwasu linolowego w chloro
formie, odparowanie rozpuszczalnika strumieniem gazowego azotu i dokładne wymie
szanie całości z buforem boranowym. Reakcją utleniania prowadzono analogicznie do 
układu jednofazowego. Preparaty karotenoidów zastosowano w ilości 1, 5 i 15 mg%.

Wszystkie analizy wykonano w 3 powtórzeniach, za wyjątkiem badania właści
wości przeciwutleniających preparatów w procesie autooksydacji kwasu linolowego, 
które wykonano w 4 powtórzeniach. Aktywność przeciwutleniającą (A) preparatów 
liczono z równania:

A = (Ak- A w) / A k - 100%, 
gdzie: Ak -  absorbancja próbki kontrolnej, Aw-  absorbancja próbki właściwej. Uzy
skane wyniki przedstawiono w tabelach w postaci wartości średnich wraz z odchyle
niami standardowymi.

Wyniki i ich omówienie

We wstępnej części pracy oznaczono zdolność karotenoidów do wiązania jonów 
żelaza(II). Uzyskane wyniki wraz ze stosowanymi w pracy oznaczeniami preparatów 
przedstawiono w tab. 1. Największą zdolność chelatowania wykazał P-karoten (ponad 
400 pmol Fe/g), karotenoidy pomidora wiązały prawie dwukrotnie mniej jonów żelaza 
(ponad 200 |j.mol Fe/g), zaś preparat uzyskany z papryki -  prawie trzykrotnie mniej 
(około 150 umol Fe/g).
Preparaty P-karotenu i karotenoidów pomidora charakteryzowały się bardzo podob
nymi właściwościami wobec stabilnych rodników DPPH‘ (tab. 2), wykazując aktyw
ność od około 20% (dodatek 1 mg%) do 100% (dodatek 15 mg%), podczas gdy prepa
rat karotenoidów papryki przejawiał 21% aktywności przy największym jego dodatku 
(15 mg%). Podobne zależności obserwowano w doświadczeniu z kationorodnikami 
ABTS"+ (tab. 2), przy czym dezaktywacja rodników zachodziła znacznie skuteczniej -  
preparat p-karotenu (PB) i preparat karotenoidów pomidora (PL) przekroczyły 90% 
aktywności już przy dodatku 5 mg% (w wyniku czego nie prowadzono doświadczenia 
przy dodatku 15 mg%), zaś preparat karotenoidów papryki „zmiatał” około 40% rod
ników. Z literatury znany jest fakt większej zdolności likopenu do dezaktywacji katio- 
norodników ABTS‘+ w porównaniu z P-karotenem [3, 12]. Brak wyizolowania i 
oczyszczenia likopenu z preparatu karotenoidów owoców pomidora, w których jest on 
głównym barwnikiem, najprawdopodobniej spowodował mniejszą aktywność tego 
preparatu w porównaniu z czystym P-karotenem w tym układzie modelowym.
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Tabel a  1

Stosowane w pracy oznaczenia preparatów i ich zdolność do wiązania jonów żelaza(II).
The abbreviations of the preparation’s names applied in the study and their ability to bind Fe(II) ions.

Nazwa preparatu 
Preparation’s name

Stosowane oznaczenie 
Abbreviation applied

Zdolność wiązania jonów Fe(II) 
Fe(II) binding ability 

[jimol Fe/g]
Preparat karotenoidów z owoców 

pomidora 
Tomato carotenoids preparation

PL 234,3 ±12,50

Preparat karotenoidów z owoców 
papryki

Paprika carotenoids preparation
PK 155,0 ±11,07

P-Karoten
P-Carotene

PB 414,7 ±19,79

Tabe l a  2

Wpływ wielkości dodatku badanych karotenoidów [mg%] na ich aktywność wobec stabilnych rodników 
DPPH" oraz kationorodników ABTS"+.
Effect of investigated carotenoids’ addition [mg%] on their activity towards DPPH* stable radicals and 
ABTS"+ radical cations.

Preparat
Prepara

tion

Aktywność przeciwutleniająca (DPPH') 
Antioxidant activity 

[%]

Aktywność przeciwutleniająca 
Antioxidant activity (ABTS'+) 

[%]
1 mg% 5 mg% 15 mg% 1  mg% 5 mg%

PL 18,7 ±1,92 60,3 ±4,21 100,0 ±5,69 24,6 ±1,83 90,9 ±2,74
PK 2,8 ±0,56 12,7 ±3,54 20,9 ±0,68 10,2 ±0,64 41,1 ±1,41
PB 21,6 ±1,64 67,5 ±2,87 100,0 ±5,05 67,8 ±1,63 1 0 0 , 0  ± 0 , 0 0

W procesie autooksydacji emulsji kwasu linolowego (tab. 3) P-karoten najlepiej 
zapobiegał powstawaniu nadtlenków, wykazując aktywność od 40% (dodatek 1 mg%) 
do prawie 100% (dodatek 15 mg%), natomiast preparaty uzyskane z owoców pomido
ra i papryki okazały się bardzo efektywne dopiero przy dodatku 15 mg% (odpowied
nio 86 i 76% aktywności). Może mieć to związek z większą zdolnością (3-karotenu do 
łączenia się z jonami żelaza, które były katalizatorem tej reakcji. Prawdopodobnie 
właśnie ten fakt obok heterofazowego układu doświadczalnego spowodował, że 
P-karoten okazał się najlepszym inhibitorem autooksydacji kwasu linolowego w ni
niejszej pracy, podczas gdy w doświadczeniu prowadzonym w układzie homofazo- 
wym, bez obecności jonów żelaza, mniejszą zawartość nadtlenków stwierdzono w 
próbce z dodatkiem likopenu [3].



204 Rafał Wołosiak

T a b e l a  3

Wpływ wielkości dodatku badanych karotenoidów [mg%] na ich aktywność wobec nadtlenków kwasu 
linolowego (LOOH) oraz wtórnych produktów utleniania reagujących z kwasem tiobarbiturowym 
(TB ARS).
Effect o f investigated carotenoid’s addition [mg%] on their activity towards linoleic acid peroxides 
(LOOH) and thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS).

Preparat
Preparation

Aktywność przeciwutleniająca 
Antioxidant activity 

(LOOH) [%]

Aktywność przeciwutleniająca 
Antioxidant activity 

(TBARS) [%]

1  mg% 5 mg% 15 mg% 1  mg% 5 mg% 15 mg%

PL 29,5 ±5,39 36,5 ±3,81 85,8 ±5,69 6 , 6  ± 0 , 1 1 8,0 ±4,52 9,5 ±2,18
PK 24,5 ±1,57 33,5 ±2,37 76,3 ±3,98 2 , 8  ± 0 , 0 1 -16,6 ±3,93 -31,0 ±6,05
PB 39,5 ±2,78 80,3 ±2,88 99,0 ±1,19 7,7 ±0,10 17,5 ±4,43 30,6 ±6,39

Pomiar wtórnych produktów utleniania reagujących z kwasem tiobarbiturowym 
(tab. 3) dał wyraźnie odmienne rezultaty -  jedynie karoten zastosowany w ilości 15 
mg% przekroczył 20% aktywności, zaś preparat karotenoidów papryki wykazał ten
dencje prooksydacyjne przy większych dodatkach. Jest to najprawdopodobniej spowo
dowane znaczną wybiórczością tej reakcji [6], bowiem badane preparaty mogą wyka
zywać słabszy efekt wobec specyficznej grupy wtórnych produktów utleniania ozna
czanej z kwasem tiobarbiturowym (głównie dwualdehyd malonowy) lub nawet pro
mować tworzenie się takich substancji, hamując powstawanie innych, co może prowa
dzić do błędnej interpretacji działania badanych przeciwutleniaczy. Nie można jednak 
również wykluczyć prooksydacyjnego działania tego preparatu, gdyż takie tendencje w 
niektórych układach modelowych, przy wyższych stężeniach karotenoidów, są opisane 
w literaturze [11, 14],

Największe różnice w aktywności (3-karotenu i pozostałych preparatów obser
wowano w reakcji enzymatycznego utleniania kwasu linolowego (tab. 4).
W układzie homofazowym, przy dodatku 1 mg%, P-karoten wykazał dwukrotnie 
większą aktywność (35%) od pozostałych karotenoidów (14-18%). Zmiana układu na 
heterofazowy (emulsyjny) spowodowała znaczne polepszenie działania preparatów 
(odpowiednio 72% i około 43% aktywności przy identycznym dodatku). Efekt ten 
mógł być spowodowany większym skoncentrowaniem przeciwutleniaczy wraz z sub- 
stratem reakcji w fazie lipidowej, co w zastosowanych warunkach mogło dodatnio 
wpłynąć na efektywność karotenoidów. Istotne zmiany aktywności przeciwutleniaczy 
przy zmianie środowiska reakcji z jednofazowego na heterofazowy są potwierdzone 
przez dane literaturowe [7]. Zwiększenie dodatku preparatów w układzie emulsyjnym 
spowodowało wzrost aktywności karotenu do 100%) przy zawartości 15 mg%, podczas 
gdy aktywności pozostałych preparatów nie zmieniły się w sposób znaczący.
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T a b e l a  4

Wpływ układu reakcji i wielkości dodatku badanych karotenoidów [mg%] na ich aktywność w procesie 
utleniania enzymatycznego katalizowanego przez lipooksygenazę.
Effect of reaction system and investigated carotenoids’ addition [mg%] on their activity in lipoxygenase- 
catalysed enzymatic oxidation process.

Preparat
Preparation

Aktywność przeciwutleniająca 
(układ j ednofazowy) 
Antioxidant activity 

(single phase system)
[%]

Aktywność przeciwutleniająca (układ emulsyjny) 
Antioxidant activity (emulsion system)

[%]

1 mg% 1 mg% 5 mg% 15 mg%

PL 18,3 ±3,30 42,6 ±5,90 44,7 ±8,63 48,5 ±6,65
PK 14,2 ±5,11 42,5 ±7,89 31,3 ±6,03 41,6 ±3,36
PB 34,3 ±1,16 72,1 ±4,66 92,5 ±2,16 1 0 0 , 0  ± 0 , 0 0

Wnioski

1. Preparat karotenoidów uzyskany z owoców pomidora wykazał w większości do
świadczeń lepsze właściwości przeciwutleniające od preparatu uzyskanego z owo
ców papryki, lecz ustępował aktywnością syntetycznemu P-karotenowi.

2. Większa efektywność P-karotenu w procesie autooksydacji kwasu linolowego w 
odniesieniu do pozostałych karotenoidów może być po części spowodowana lep
szą zdolnością tego preparatu do chelatowania jonów żelaza(II).

3. Badane karotenoidy były wyraźnie lepszymi inhibitorami aktywności lipooksyge- 
nazy przy zastosowaniu we frakcji lipidowej modelowego układu heterofazowego 
w porównaniu z układem homofazowym.
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A COMPARISON OF ANTIOXIDATIVE PROPERTIES OF CAROTENOID PREPARATIONS 
DERIVED FROM TOMATO AND PAPRIKA

S u m m a r y

Antioxidative activity of carotenoid preparations obtained from tomato, paprika and of (3-carotene 
against free radicals, in the linoleic acid autoxidation process and in lipoxygenase-catalysed enzymatic 
reaction were investigated in the study. Better properties o f P-carotene comparing to other preparations 
were stated. P-Carotene applied in the 15 mg% concentration exhibited 100% activity against free radicals 
and completely inhibited the linoleic acid autoxidation process and enzymatic oxidation catalysed by 
lipoxygenase. Tomato carotenoids preparation showed not much worse properties towards free radicals 
and in the autoxidation process, whereas paprika carotenoids preparation had distinctly lower activities. 
All the investigated carotenoids inhibited the formation of the secondary oxidation products the weakest 
(tomato preparation up to 10% and P-carotene up to 30%) and paprika preparation exhibited prooxidative 
tendencies in higher concentrations. The change of the enzymatic reaction system from continuous to 
emulsified caused a distinct improvement of the preparation’s activity.

Key words: carotenoids, tomato, paprika, P-carotene, antioxidant, free radicals, autooxidation, lipoxy
genase. ^


