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Perspektyvių biotechnologijoms uoginių augalų paieškos.

I. Antocianinų kiekio ir antioksidantinio aktyvumo skirtingų sodinės šilauogės veislių uogose tyrimai
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Anotacija. Siekiant parinkti perspektyvias biotechnologijoms antioksidantiniu požiūriu vertingas uogines kultūras, pH diferenciniu metodu buvo nustatyti skirtingų sodinės šilauogės (Vaccinium corymbosum L.) veislių uogose sukaupiami antocianinų kiekiai. Ekstraktų antioksidantinis aktyvumas (laisvųjų radikalų sujungimas) nustatytas DPPH• ir ABTS•+ testais, palygintas su trolokso aktyvumu. Įvertintas aktyvumo išsilaikymas preparatuose. Be to, antocianinų preparatų antioksidantinis aktyvumas palygintas su žinomų antioksidantų – 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), askorbo rūgšties ir antocianidino - cianidino chlorido (Cy-3-Cl) bei Lietuvoje išvestų juodųjų serbentų veislių uogų antioksidantiniu aktyvumu.
Reikšminiai žodžiai: antocianinai, ABTS, DPPH, šilauogė
Įvadas

Pastaruoju metu, vis didėjant susirūpinimui dėl sintetinių maistinių dažų vartojimo, susidomėjimas antocianinais, kaip natūraliais maistiniais dažais, o kartu ir antioksidantais, smarkiai išaugo.

Todėl, mūsų tyrimų tikslas yra išaiškinti didelius antocianinų kiekius sukaupiančius bei aukštu antioksidantiniu aktyvumu ir jo išsaugojimu pasižyminčius vaisinius augalus (juoduosius serbentus, šilauoges, vyšnias ir kt.), atskiras jų veisles. Galutinis šių tyrimų tikslas – pasiūlyti perspektyvius biotechnologijoms vaisinius augalus – natūralių antioksidantų šaltinius.

Šiame straipsnyje pateikiame šilauogių tyrimus.

Medžiagos ir metodai

Darbe naudotos Botanikos instituto Lauko bandymų stotyje auginamų trijų introdukuotų sodinės šilauogės (Vaccinium corymbosum L.) veislių  (‘Bluecrop‘, ‘Blueray‘ bei ‘Norhtland‘) uogos techninės brandos fazėje. Tiriamoji medžiaga buvo naudojama užšaldyta ir saugota – 80 ºC temperatūroje. Užšaldytos uogos ekstrahuotos parūgštintais iki 0,1 N HCl koncentracijos (Lohachoompol et al 2004; Orak 2006) 96 % etanolio arba 92 % metanolio tirpalais, santykiu 1:10, 16 valandų, +4 ºC temperatūroje, tamsoje, purtant magnetine maišykle (du kartus po 30 min.). Ekstraktai nuo uogų likučių atskirti vakuuminės filtracijos būdu per 0,2 μm porų skersmens „Albet“ membraninius filtrus (Orak 2006).

Antocianinų kiekis ekstraktuose įvertintas plačiai tokio pobūdžio tyrimuose taikomu spektrofotometriniu pH diferenciniu (spektrofotometrai ”Genesys 10 UV/Vis“ arba ”SF-26“) metodu (Briedis et al 2003; Orak 2006) pagal sugertį, esant 520 ir 700 nm bangos ilgiui ir įvertinta (mg/l) pagal cianidin-3-gliukozido ekvivalentą (Veteikytė et al 2002; Betsui et al 2004).

Antioksidantinio ekstraktų aktyvumo įvertinimui pagal laisvųjų radikalų sujungimą buvo panaudoti du fotometriniai testai: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH•, Sigma–Aldrich Chemie GmbH,) ir 2,2‘-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfoninė rūgštis) (ABTS•+, Sigma – Aldrich Chemie GmbH) modelinėse sistemose (Re et al 1999; Briedis et al 2003; Terahara et al 2004; Betsui et al 2004; Kulys, Bratkovskaja 2007) ir palyginta su troloksu (Sigma – Aldrich Chemie GmbH). Atliekant šiuos tyrimus, išskirtų antocianinų preparatų tirpalai (10-100 µM konc.) buvo sumaišomi su 6,5x10-5 M konc. DPPH tirpalais etanolyje (Briedis et al 2003; Nakajima et al 2004). Tirpalai buvo laikomi kambario temperatūroje, tamsoje. Ekspozicijos trukmė – 30 min. Sugertis matuota esant 515 nm bangos ilgiui. Išskirtų antocianinų preparatų antioksidantinis aktyvumas (AA, %) apskaičiuotas pagal sugerties skirtumus (Betsui et al 2004; Orak 2006).

Stabilūs ABTS•+ radikalai gauti cheminės 7 mM ABTS+ tirpalo reakcijos su 2,45 mM kalio persulfatu (galutinė koncentracija) metu. Tirpalas buvo laikomas tamsoje, +4 ºC temperatūroje per naktį, kad pasibaigtų reakcija ir stabilizuotųsi ABTS katijonas – radikalas (ABTS•+). Siekiant ištirti antioksidantinį ekstraktų aktyvumą, gautas radikalų tirpalas praskiestas etanoliu iki 0,700 ± 0,02 sugerties 734 nm bangos ilgyje. 40 μl pavyzdžio ar trolokso sumaišius su 4 ml ABTS+, po 6 min. ekspozicijos 734 nm bangos ilgyje buvo matuojama mišinių sugertis (Re et al 1999; Kulys, Bratkovskaja 2007).

Išskirti iš skirtingų šilauogės veislių uogų preparatai išgarinti rotoriniu vakuuminiu garintuvu +40 ºC temperatūroje bei saugoti –30 ºC temperatūroje. Reekstrahavus, patikrintas išgarintų preparatų antioksidantinis aktyvumo išsilaikymas. Antocianinų cheminės sudėties analizė atlikta rūgščioje terpėje hidrolizuojant ir po to panaudojant efektyviosios skysčių bei plonasluoksnės chromatografijos metodus. 

Rezultatai ir aptarimas

Sodinė šilauogė (Vaccinium genties atstovas), kaip vaisinis augalas, perspektyvus naudoti biopramonėje tikslinių produktų (maistinių dažų) gamybai, buvo pradėtas tirti neatsitiktinai. Tiek Lietuvoje, tiek ir kitose šalyse šios genties atstovų (mėlynių, šilauogių ir kt.) uogų ar jų antocianų preparatų teigiamas poveikis regėjimui žinomas (Burdulis et al 2007; Wrolstad; Lohachoompol et al 2004). Perspektyvių biotechnologijai, kaip natūralių antioksidantų šaltinis, šilauogių veislių ‘Bluecrop‘, ‘Blueray‘ ir ‘Northland‘ pasirinkimas nulemtas tuo, kad šios šilauogių veislės yra pakankamai gerai aklimatizavusios ir tinkamos auginti Lietuvos sąlygomis (Stackevičienė 2003).

 Atlikus antocianinų koncentracijos (mg/l), sukaupiamų šiose uogose techninės brandos fazėje, analizes, nustatyta, kad sukaupiamų antocianinų koncentracija svyruoja nuo 14 iki 19 mg/l. Negalutiniais duomenimis labiausiai sukaupiamų antocianinų kiekis svyruoja ‘Bluecrop‘ veislės uogose. Didesne sukaupiamų antocianinų koncentracija pasižymi ankstyva šilauogių veislė ‘Northland‘. Šios veislės uogose sukaupiami antocianinų kiekiai gali siekti 23 mg/l. Tai sąlygoja ir didesnį antociani-nų kiekio sukaupimą šios veislės uogose (1 pav.).
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1 pav. Antocianinų kiekis 100 g žalio svorio techninės brandos uogų fazėje
Žinoma, kad techninės brandos fazėje sukaupiami ne tik dideli antocianinų kiekiai, bet ir jų antioksidantinis aktyvumas yra maksimalus. Pernokusiose uogose, net ir esant aukštai antocianinų koncentracijai, jų antioksidantinis aktyvumas gali būti žemesnis. To priežastimi, matyt, yra jų komponentinės sudėties pokyčiai (Rubinskienė et al 2008; Anisimovienė et al 2008).

Atsižvelgiant į tai, kad tyrimai skirti atrinkti biotechnologijai tinkamus antocianinų producentus, jų ekstrakcijai buvo panaudotas ne tik įprastinis antocianinų kiekio bei jų cheminės sudėties tyrimuose naudojamas tirpiklis metanolis, bet ir labiau priimtinas dietinių maisto produktų gamybai – etanolis. Palyginamųjų bandymų rezultatai leidžia teigti, kad etanolis tinkamas naudoti ekstrahavimui. Iš tos pačios medžiagos, vienu, ar kitu tirpikliu išekstrahuojami antocianinų kiekiai svyruoja paklaidos ribose – neviršija 10 proc.

Sukaupiamų antocianinų antioksidantinio aktyvumo rezultatai, gauti panaudojant vienus iš dažniausiai naudojamų jų antioksidantinio aktyvumo įvertinimo metodų (Kulys, Bratkovskaja 2007), pagal laisvo radikalo sujungimą DPPH• ir ABTS•+ testais, išryškino atskirų veislių šilauogėse sukaupiamų antocianinų biologinio aktyvumo skirtumus (1 lentelė). ‘Northland‘ veislės uogos pasižymėjo aktyvesniu antioksidantiniu poveikiu, palyginus su ‘Bluecrop‘ ir ‘Blueray‘ veislės uogomis. Negalutiniais duomenimis, 17,56 mg/l koncentracija prilygsta 1,5 mM trolokso tirpalo koncentracijos aktyvumui.

Tačiau, palyginus su juodųjų serbentų uogomis (Anisimovienė et al 2008; Rubinskienė et al 2008), pažymėtina, kad šilauogių antioksidantinis aktyvumas yra mažesnis. Esant apie 15,78 mg/l koncentracijai‚ ‘Joninių‘ veislės juodųjų serbentų uogų antocianinų ekstraktai sujungia apie 82 proc. laisvų radikalų. 

1 lentelė. Skirtingų sodinės šilauogės veislių antocianinų ekstraktų antioksidantinio aktyvumo palyginimas
	Veislė
	Koncentracija, mg/l
	Laisvo radikalo sujungimas, proc.

	
	
	ABTS•+ modelinėje sistemoje
	DPPH• modelinėje sistemoje

	‘Bluecrop‘
	16,8 ± 1,7
	66,0 ± 4,2
	-

	‘Blueray‘
	15,0± 1,5
	74,0 ± 0,0
	62,0 ± 2,0

	‘Northland‘
	17,6 ± 0,7
	76,0 ± 6,1
	64,7 ± 1,3


Tais pačiais biocheminiais metodais nustatyta, kad sodinės šilauogės antocianinų preparatų antioksidantinis aktyvumas gerai išsilaiko reekstrahuotuose tirpaluose, pvz.: ‘Northland‘ – ne mažiau 91 proc. Šiam rodikliui nenusileidžia ir kitų veislių reekstrahuoti antocianinų tirpalai. Iš juodųjų serbentų uogų išskirtų antocianinų preparatų reekstraktuose išsaugojama ne mažiau 86 proc. buvusio antioksidantinio aktyvumo (Anisimovienė et al 2008).

Antioksidantinio aktyvumo išsilaikymo reekstrahuotuose antocianinų preparatuose, išskirtuose iš juodųjų serbentų ir šilauogių uogų, duomenys tarnauja pagrindu eksperimentinės maistinių dažų linijos technologijos kūrimui (Šikšnianas 2008).

Lyginant šilauogių ekstraktų antioksidantinį aktyvumą su analogiškos koncentracijos gerai žinomų (Seeram et al 2001) antioksidantų tirpalais DPPH• testu buvo nustatyta, kad sodinių šilauogių uogose susikaupiančių antocianinų radikalų sujungimo aktyvumas yra gana aukštas (2 lentelė). 

2 lentelė. Įvairių antioksidantų aktyvumo palyginimas

	Antioksidantai
	Aktyvumas, proc.

	2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT)
	30 ± 3

	Askorbo rūgštis
	79 ± 2

	Cianidino chloridas (Cy-3-Cl)
	53 ± 3

	Iš juodųjų serbentų veislės ‘Joniniai’ išskirtų antocianinų preparatai *
	82 ± 4

	Iš šilauogės veislės ‘Northland’ išskirtų antocianinų preparatai *
	65 ± 1


*didžiausiu aktyvumu pasižyminti veislė 

Aptarimas

Taigi, mūsų anksčiau išdėstyti duomenys leidžia daryti prielaidą, kad nėra tiesioginės priklausomybės tarp uogose (juodųjų serbentų bei šilauogių) sukaupiamų antocianinų kiekio ir jų antioksidantinio aktyvumo. Tai, matyt, priklauso nuo antocianinų aglikonų cheminės su-
dėties ir santykio (Rubinskienė et al 2008; Anisimovienė et al 2008; Burdulis et al). Juodųjų serbentų uogose aptinkami du antocianidinai – cianidinas ir delfinidinas, o jų santykis yra ~ 1:1 (Rubinskienė et al 2006). Tuo tarpu,  įvairių veislių šilauogės uogose aptikti 5 antocianidinai (Burdulis et al). Pagrindinis antocianidinas yra malvidinas. ‘Northland‘ uogose jo daliai tenka 1/3 bendro antocianidinų kiekio. Matyt, nuo antocianinų ir jų aglikonų sudėties priklauso ir jų, kaip dietinių produktų skirtingas biologinis poveikis (Wrolstad). 

Apibendrinant, mūsų tirtąsias sodinės šilauogės veisles pagal sukaupiamų antocianinų kiekį (1 pav.) galima išdėstyti šia seka: ‘Northland‘>‘Blueray‘>‘Blue-crop‘. Taigi, ‘Northland‘ veislė, pagal sukaupiamų antocianinų kiekį ir antioksidantines savybes, nors ir atsilieka nuo aukštai, šiuo požiūriu, vertinamų uoginių kultūrų – juodųjų serbentų Lietuvoje išvestos veislės ‘Kriviai‘, bet yra artima veislei ‘Joniniai‘. Be to, aukštas antioksidantinio aktyvumo išsilaikymas reekstrahuotuose šilauogių antocianinų preparatuose, leidžia daryti prielaidą, kad šių uogų antocianinų preparatai tinkami naudoti maistinių dažų gamybai.

Išvados

1. Iš tirtųjų trijų veislių didžiausiu sukaupiamu antocianinų kiekiu ir antioksidantiniu aktyvumu pasižymi ‘Northland‘ veislės uogos. 

2. Sodinės šilauogės veislių antocianinų preparatai pagal antioksidantinį aktyvumą nenusileidžia analogiškos koncentracijos žinomiems antioksidantams (BHT, cianidin-3-chloridui) ir tik nežymiai askorbo rūgščiai.

3. Aukštas antioksidantinių savybių išsilaikymas antocianinų preparatuose po reekstrakcijos, sudaro pagrindą šių uogų antocianinų preparatų įtraukimui į biotechnologijas, maistinių dažų gamybai.

Padėkos

Atlikti tyrimai buvo dalinai remti Lietuvos valstybinio mokslo ir studijų fondo.
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Search of fruity plants perspective for biotechnology. I. Research of anthocyanins content and antioxidative activity in berries of different blueberries cultivars 

E. Jankovska, N. Anisimovienė, E. Stackevičienė, G. Gedminienė

Summary

Recently, the interest to appliance of biomaterials as sources of natural antioxidants and their usage for production of food colorants instead of synthetic ones is increasing. For this reason, the investigation to reveal fruity plants that accumulate high amounts of anthocyanins, possessing high antioxidative activity and its stability, have been carried out. As the test objects the berries of various blueberries cultivars have been chosen and their characteristics were compared with black currants and well-known antioxidants characteristics.

The final aim of this study is to select the best ones for food colorants production.
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