EGYES ANTOCIAN-KOMPLEX VEGYULETEK
BEFOLYASA AZ ANTIOXIDANS HATASRA
(SPEKTROFOTOMETRIAS ES KROMATOGRAFIAS
MERESEK)
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1. Bevezetés

A flavonoid tipusu, antioxidans hatasu vegyiiletek ezen aktivitasa kétféle kémiai
tulajdonsagon alapulhat:
— a szabad o-dihidroxi csoportjaik proton-leadasaval kapcsolatos direkt anti-
oxidans hatas;
— az oxid4cids reakcidt katalizalé fém-ion komplex forméajaban térténé meg-
ko6tésébdl adddo indirekt antioxidans hatas (1, 2).
Kisérletsorozatunkban a flavonoid-vegyiiletek egyik nagy csoportjat képezd
antocianok fém- komplex képz3dését vizsgaltuk, kiilonbozé koriilmények kozott,
Fémkomplexeket azok az antocidn-vegyiiletek tudnak adni, melyekben a fenil-
-gydk oldallancon szabad o-dihidroxi csoportok vannak. Tekintettel arra, hogy —
eltérden sok mas flavonoidtél—ezen vegyiiletekben oxo-csoport nincs, mas lehetdség
a fémkomplex képz&désre nem addédik (3, 4, 5).
Kétértékii fém-ion esetében a komplex képzédés altalinos mechanizmusa:
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Haromértékii fémeknél lehetséges két molekula antocianidin kapcsolddasa egy
fém-ionnal (4):
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Kisérletsorozatunkban szilvahéjbol készitett antocian-extrakt fémkomplex képz6
hatasat vizsgaltuk.

A szilvahéjban cianidin- és peonidin-cukorszdrmazékok talalhaték az antocian
vegyiiletek koziil (4, 6, 7). A kétféle antocian kozill a cianidin-szairmazékok tartal-
maznak szabad o-dihidroxi csoportokat, melyek alkalmasak lehetnek fém-ion meg-
kotésére:
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Kisérlettink soran Cu- - és Al" - "-ionok reakcidit vizsgaltuk kiilénb6z6 pH érté-
kii vizes oldatokban.

2. Kisérleti koriilmények

2.1 Felhaszndlt oldatok

— Antocian-extrakt:
A szilvahéjat a hustdl gondosan elkiilonitettiik és tobbszori alapos atmosas
utan levegbn megszaritottuk. 2 g héjat Soxhlet-késziilékben petroléter-etil-
acetat (1:1) eleggyel lipid- és fenol-mentesitettiink 6 oOrds extrakcidval,
majd az olddszer teljes eltavolitasa utan 50 ml 0,2 n sdsavval egy éjjelen 4t
allni hagytuk, szobah&mérsékleten. A lesziirt oldatot hasznaltuk a kisér-
letekhez, melynek antocidn-tartalma spektrofotometriasan mérhetd.

— Réz-szulfat-oldat:
4,00 g CuSO, - 5H,0 100 ml desztillalt vizben oldva.

— Aluminium-klorid-oldat:
0,6 g vizmentes AlCl; 95% etanolban oldva.

— Fenollal telitett viz;

— 0,01% HCI tartalmu metanol.

2.2 Reakcidelegyek

Alapoldat: 0,40 ml antocian extrakt 10,000 ml deszt. vizben.

A pH értékeket 3,0, 5,0, 6,0 és 7,0-ra kalium-hidrogénkarbonattal allitottuk be.

A kiilénb6z8 pH-értékii oldatokbdl péarhuzamosokat készitettiink, melyek
egyikét kontrollként kezeltiik, és az azonos végtérfogat beallitasara 0,10 ml desztil-
lalt vizet (95% etanolt) adtunk hozz4, mig a megfelelé pH értékii parjahoz 0,10 mi
fém-iont tartalmazo reagenst.

A reakcidelegyeket zart rendszerben taroltuk szobah8mérsékleten.

A pH értékek valtoztatidsa mellett vizsgaltuk a reakcié idSbeli alakulasat is.

3. Vizsgalati eredmények

3.1 Kisérletek réz-ionokkal
3.1.1 Spektrofotometrids adatok

A kiilénboz6 reakcidelegyek ido fliggvényében kapott maximum értékeit az 1.
tablazatban foglaltuk Ossze. A fémkomplex képz8dés altal létrejott szinvaltozas az
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antocianok szinét a pirosbdl a kék fele tolja el, igy a 4. abran bemutatott 1 éras reak-
cidelegyek spektrumat csak egy szlik tartomanyban szemléltetjiik.

A pH=3 értéken az antocidn-vegyiiletek nagy stabilitast mutattak: az abszorp-
ciés maximumon észlelt extinkciok az idében gyakorlatilag nem valtoztak. A 1éz-
-ion-tartalmi mintdkban maximum eltolodast nem észleltiink, ezek szerint fémvegyii-
let nem keletkezett.

A pH=35 értékben az extincié-értékek az el6zGekhez viszonyitva lényegesen
kisebbek: irodalmi adatok szerint (3) ilyen koriilmények kozott egyes antocian ve-
gyiiletek szintelen formaba mehetnek 4t. Az abszorpcids maximum a fém-iont tar-
talmazo mintakban nagyobb volt.

A pH=6 értéken a fémkomplex képzbdés azonnal, szemmel is j6l észlelhetS ké-
kes arnyalat kialakulasaval végbement. Ezen a pH értéken a kontroll antocian-vegyii-
letei is molekulaszerkezet valtozast adnak (3), a kontroll szine lilas arnyalativa
valtozott. A vegyiiletek idében megfelel§ stabilitdst mutattak.

A pH=7 értéken a réz-ion-tartalmi mintakban enyhe opaleszcencia volt észlel-
hetd, mely a réz-ionok kivalasat jelentette. Maguk az antocian-vegyiiletek is gyors
Atalakulason mentek at.

1. TABLAZAT
Abszorpciés maximumok alakuldsa a pH és a reakcididd fiiggvényében réz ion-tartalmii és
kontroll oldatokban
1d6 (6ra) 1 5 24
pH Kontroll | +Cu* | Kontroll| +Cu | Kontroll| +Cu*
3 510 510 510 510 510 510
5 520 540 520 540 520 540
6 560 580 560 580 560 580
7 570 570 570 570 570 570

3.2.1 Kromatogrdfids vizsgdlatok

A reakcidelegyekbdl aliquot részt betoményitettiink, majd Whatman 3 MM pa-
piron kromatografaltuk. Futtatészer fenollal telitett viz. Futtasi id8: 2 é1a. A kro-
matogramokat UV-fényben, majd ammodnia-g6zods kezelés utan ugyancsak UV
fényben értékeltiik. A kapott eredményeket az 5. és 6. abrak szemléltetik.
A pH=S5, 6 és 7 réz-iont-tartalmazo reakcidelegyekb8l nem tudtunk kiértékelhetd
kromatogramokat késziteni: az oldatok téményitésekor csapadékkivalas indult
meg. A kromatografias futtatas utin észlelt savok a réz-ionnak megfelelé szinezs-
dést adtak.

3.2 Kisérletek aluminium-ionnal

Az el6z6 tapasztalatok alapjan csak pH=3, 5 és 6 értékii reakcidelegyeket ké-
szitettiink. A reagens hozzdmérésekor a pH=3 rendszerben nem észleltiink szinval-
tozast, a pH=35 és 6 reakcidelegyekben rézsaszines lila, illetve kékeslila elszinez6dés
lépett fel.
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5. dbra. Kontroll és réz-ion tartalmu reakcidelegyek kromatogramjai UV fényben
a.Cu - oldat; b. eredeti extrakt; c. Kontroll (pH 3); d. +Cu (pH 3); e. Kontroll (pH 5); f. +Cu-*
(pH 5); g. Kontroll (pH 6); h. +Cu" (pH 6); i. Kontroll (pH 7); j. +Cu'* (pH 7). — 1. sotétkék; 2.
ciklamen; 3. sotétlila fluoreszkél; 4. malyva, fluor; 5. fehér fluor; 6. sdrga’
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6. dbra. Kontrol és réz-ion tartalmi .
reakci6elegyek kromatogramjai ammonias kezelés utdn UV fényben
a. Cu oldat;b. eredeti extrakt; c. Kontroll (pH 3);d. +Cu* (pH 3); e. Kontroll (pH 5); f. +Cu"
(pH 5); g. Kontroll (pH 6); h. +Cu" (pH 6); i. Kontroll (pH 7): j. +Cu (pH 7). — 1. s6tétkék;
2. piros; 3. halvianykék fluoreszcencia; 4. fehér fluoreszcencia; 5. mdlyva fluor.; 6. sirga.
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3.2.1 Spektrofotometrids adatok

A spektrumok alakulasat az elsé reakcidéraban a 7. dbra szemlélteti.

Az egyes reakcidelegyek abszorpcids maximumait a 2. tdblazatban foglaltuk
Ossze.

2. TABLAZAT

Abszorpcios maximumok alakuldsa a pH és az idG fiiggvényében
kontroll és Al'" — rartalmit oldatokban
1d6 (6ra) 1 5 24
pH Kontroll | +Al* | Kontroll [ +Al" | Kontroll | 4+ Al
3 510 510 510 510 510 510
5 520 560 520 560 520 560
6 560 580 560 580 560 580

A pH=3 reakcidelegyben itt sem alakult ki fémkomplex. A rendszer a spekiru-
mok iddbeli alakulasat tekintve, stabilis. Az 5 pH értékii reakcidelegyekben a pH
beallitasakor szintén nagyfokl szin-intenzitds csdkkenést észleltiink, melyet a ka-
pott extincid értékek j6l mutatnak. A keletkezett fémkomplex stabilis.

A pH=6 reakcidelegyben elsddlegesen az antocianok szerkezeti atalakulasa
volt tapasztalhaté a pH beallitdsakor. Ezt a kontroll oldat abszorpciés maximuma
igazolja, mely erdsen a nagyobb hullimhosszak fele tolodott el. Fémkomplex kép-
z8dott, mely idSben stabilisnak mutatkozott.

3.2.2 Kromatogrdfidgs vizsgdlatok

A kromatogramokat a 3.2.1 pontban leirtak szerint éitelemszeriien készitettiik,
s az értékelést is hasonldan végeztik, melyeket a 8. és 9. abran mutatunk be.

A kérdéses reakc1oelegyekbol az aluminium-komplexeket sikerilt szétvalasz-
tanunk.

3.2.3 Azonosito vizsgdlatok

A 3.1.2 pontban leitrak szerint a kérdéses reakcidelegyeket kvantitativ is mér-
hetd mennyiségben vittiik fel a papirra. Futtatids utin a foltokat kiértékeltiik, szét
vagtuk, s leoldottuk a papirrdl sésavas metanollal. Felvettiik a spektrumokat, s a
E440
Emax
Ennek alapjan az aluminium komplex antocian része cianidin 3-monogliikozid

(o = 523; g‘“"-mo = 21).

kapott maximum és - 100 értékeket irodalmi adatokkal vetettilk 6ssze (4.)

max
4. Kiértékelés

Vizsgalataink adatait Osszegezve, azt allapithatjuk meg, hogy a fémkomplex
képzésre alkalmas pH értékek — az adott reakcio koriilmények kozott, vizes rend-
szerben — S5 és 6. A réz-ionok komplexképz6 tulajdonsaga igen gyengének mutat-
kozott, s az ismertetett vizsgalatokkal nem tudtuk megnyugtatéan kimutatni. Az alu-
minium-ion karakterisztikus reakciét adott.
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8. dbra. Kontroll és aluminium-ion tartalmi reakcidelegyek kromatogramjai UV fényben
a. Al'** oldat; b. savas extrakt; c. vizes extrakt; d. savas extrakt+4 Al ;e. Kontroll (pH 3); f.

+Al (pH 3); g. Kontroll (pH 5); h. + Al (pH 5); i. Kontroll (pH 6); j. +Al"- (pH 6). —

1, ciklamen; 2. sotétlila fluor. ; 3. halvanykék fluor.; 4. mélyva; 5. sarga; 6.

63.



=
D
&
&
>
©
©

&y
G ——
| w@
e O

—

/‘\

f

Il

-

Loy

A\

Q j
L

ou@uoouuchu
a b ¢ d e [ g h 1

9. dbra. Kontroll és aluminium-ion tartalmu
reakcidelegyek kromatogramjai ammonias kezelés utan UV fényben
a. Al oldat; b. savas extrakt; c. vizes extrakt; d. savas extrakt+Al-*: e. Kontroll (pH 3); f.
--Al** (pH 3); g. Kontroll (pH 5); h. +Al'* (pH 5); i. Kontroll (pH 6); j. +Al""* (pH 6). —
2. ciklamen; 2. malyva; 3. halvanykék fluor.; 4. lila fluor.; 5. piros; 6. sirga; 7. fehér fluor.; 8.
sziirke
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INFLUENCE OF CERTAIN ANTHOCYANIN COMPOUNDS ON THE ANTIOXIDANT
EFFECT

E. Gdbor

Certain anthocyanin compounds can exert their antioxidant effects by forming complex com-
pounds with metal ions catalyzing the oxidation processes.

A study was made in aqueous systems at pH 3.0, 5.0, 6.0 and 7.0 (this latter value could not
be established in the case of aluminium) of the reactions of copper and aluminium ions with antho-
cyanin compounds extracted from plum skin.

Evaluation was performed by spectrophotometric and chromatographic methods. Formation
of metal complex is indicated by shift of the absorption maximum towards longer wavelength
compared to the control (at given pH). In the case of cooper ions this occurred at pH values of 5
and 6, but the new compounds could not be separated chromatographically. The aluminium ion
proved a good complex-former: the course of the reaction was shown by the shift in absorption
maximum of the reaction mixtures of pH 5 and 6, and the characteristic change in colour. The new
substance could also be detected chromatographically. The separated substance was dissolved up
and subjected to photometric measurements again, and on the basis of literature data the anthocyanin
part of the metal complex was shown to be cyanidine-3-glucoside.

DER EINFLUSS EINIGER ANTOCYANVERBINDUNGEN
AUF DIE ANTIOXYDANTWIRKUNG

E. Gdbor

Manche Antocyanverbindungen kénnen ihren Antioxydanteneffekt auch dadurch entfalten
dass sie mit den die Oxydationsprozesse katalysierenden Metallionen komplexe Verbindungen
bilden.

Verfasserin hat die Reaktion von aus Pflaumenschalen extrahierten Antocyanverbindungen
mit Kupfer- und Aluminiumionen in wisserigen Systemen bei pH-Werten von 3,0, 5,0, 6,0 und 7,0
studiert (im Falle des Aluminium wurde letzterer nicht eingestellt).

Die Auswertungen geschahen mit spektrophotometrischen und chromatographischen Metho-
den. Die Verschiebung des Absorptionsmaximums in Richtung der grosserer Wellenlingen — bei
-einem gegebenen pH-Wert — gegeniiber den Kontrollen deutet die Entstehung eines Metallkomple-
xes an. Im Falle der Kupferionen zeigte sich dies bei pH 5,0 und 6,0; chromatographisch konnten
die neuen Verbindungen nicht getrennt werden. Das Aluminiumion hat sich als guter Komplex-
bildner erwiesen: die Verschiebung der Adsorptionsmaxima der Reaktionsgemische vom pH 5,0
und 6,0, der typische Farbumschlag des Reaktionsgemisches selbst, zeigte den Ablauf der Reaktion
an. Das neue Material war auch chromatisch nachweisbar. Nach Eluieren und erneuter Photometrie-
rung der getrennten Substanz stellt aufgrund von Literaturangaben der Antocyan-Anteil des Metall-
komplexes ein Cyanidin-3-Glykosid dar.



BJIMAHME HEKOTOPBLIX COEAMHEHWI AHTOUUAHA
HA AHTUOKWUCJIIMTEJIBHOE AEMCTBHE

3. I'adop

HexoTophble CoenMHEHHMs AHTMLIMAHA MOTYT NPOSBJATH CBOE AHTHOKCHIHMPYIOIIECE BIMAHHE
Tak¥M 00Opa3oM, YT0 GHOPMHUPYIOT CIOKHbIE COECAMHCHUS C KATAJM3UPYIOIIMMHU OKHCIHTELHBIE
NMPOLIECCEl HOHAMU METAIfoB.

ABTOp HCCIIeAOBAJl peaklMH OJKCTPAarMpOBAaHHBIX AHTHIHAHOBHIX COCOMHEHMII M3 KOMHIIbI
CAIMBBI C HOHAMH JKejie3a ¥ aJnoMHHASA. B BomHoili cucteme ipu pH = 3,0; 5,0; 6,0; 7,0 (B cayyae
AMOMHHHUSA TIOCAEHHUI BapHAHT OTCYTCTBOBAJ).

Ouenka pe3yNbTaTOB MNPOBOOMIACHE CHEKTPOGOTOMETPHYECKHM M XPOMOTOIpaduyYecKumM
merogaMu. OTKJIOHEHHEe aOGCcOpOLIMOHHOIO MakCHMyma B CTOPOHY OOJblIeH MHBI BOJH TpH
JAHHBIX Tmoxasatesisx pH — mo cpaBHEHHIO ¢ KOHTPOJIEM — CBHIETEJILCTBYET 00 00pazoBaHMu
METaJJIOKOMIUTEKCHBIX coeauHeHuii. B cilydae MOHOB Xeire3a 3tro Habmopanock npu pH = 5,0 u
6,0; xpomoTorpaduyeckuM MeTOJOM HE YAANOCh pa3fieIiTh HOBLIC CoeOVHEHMA. MoH amroMuHAs
0Ka3ajics TMPOAYKTHBHBIM B CMbICIe 00pa30BaHMA COENUHEHHMI: OTKJIOHCHHWE afCOPOIMOHHBIX
MaKCHMyMOB pearmpylomnleit cmMecu pA pH = 5 u 6, caMo XapaxTepHoe N3MEHEHHE LIBETA CMECH
CBHICTENBLCTBYET O NMPOXOXKACHHH peaKIHH. HoBblil MaTepual 661 MoKa3aH H XPOMOTOrpadHIecKy.
PacTBOpsas u cHoBa (OTOMETpPHPYS BBIOCJIEHHEI MaTepual, ¢ ITOMOMIbIO JIMTEPATYPHBIX AHHBIX
YCTaHOBJIEHO, YTO aHTHLMAHOBAs YacTh METAJUTUIECKOTO COCOMHCHMS: IHaHHAUH-3-TIIIOKO3UI.
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