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URSZULA GAWLIK-DZIKI

ZMIANY POZIOMU ZWIAZKOW FENOLOWYCH I WEASCIWOSCI
PRZECIWUTLENIAJACYCH PLYNOW UZYSKANYCH PO
TRAWIENIU IN VITRO CHLEBA PSZENNEGO

Streszczenie

Chleb otrzymany z maki pszennej handlowej typu 500, o wilgotnosci 15%, poddano trawieniu w wa-
runkach in vitro. Badania obejmowaty okreslenie zmian zawartosci zwiazkow fenolowych ogdtem oraz
flawonoidow i fenolokwasow uwalnianych podczas trawienia chleba in vitro, okreslenie ich zdolnosci do
neutralizowania wolnych rodnikow, sity redukcji, zdolnosci do chelatowania jonow Fe(II) oraz zdolnosci
do hamowania peroksydacji lipidow.

W miarg postepu procesu trawienia wzrastata ogdlna zawartos¢ zwiazkow polifenolowych (od 0,34 do
0,62 mg/ml) oraz flawonoidow (od 0,13 do 0,21 mg/ml). Najwyzsza zawartoScia fenolokwasow
(174,45 pg/ml) charakteryzowala sig¢ proba otrzymana po trawieniu symulowang $lina. Zdolnos¢ do neu-
tralizowania wolnych rodnikow DPPH wzrastata od 9,8% (po I etapie trawienia) do 19,6% (po III etapie
trawienia), natomiast zdolno$¢ do redukcji malala w miarg postgpu trawienia. Podobna zaleznos¢ stwier-
dzono badajac zdolnos¢ do chelatowania jonéw Fe(II), ktora malata od 51,2% (po I etapie) do 22,3% (po
IIT etapie). Zdolno$¢ do hamowania peroksydacji lipidow byta najwyzsza po trawieniu symulowanym
ptynem jelitowym (72,69%). Aktywno$¢ przeciwrodnikowa byla uzalezniona od zawartosci zwiazkow
fenolowych. Stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy zawartoscia flawonoidéw a zdolnoscia do hamowania
peroksydacji lipidéw oraz zdolnoscia do chelatowania a zawartoscia fenolokwasow.

Stowa kluczowe: chleb pszenny, aktywno$¢ przeciwutleniajaca, polifenole, trawienie in vitro

Wprowadzenie

Produkty pochodzace z ziarna zb6z sa znaczacym skladnikiem diety cztowieka.
Przecigtny Polak spozywa okoto 100 kg chleba rocznie (najwigcej w Europie). Obecnie
coraz czesciej zwraca si¢ uwage na zdrowotne i dietetyczne aspekty zywienia. Zboza
sa bogatym zrodlem polifenoli, a wérdd nich szczegodlnie liczna grupe stanowia kwasy
hydroksycynamonowe [5]. Zwiazki te budza zainteresowanie jako termostabilne natu-
ralne substancje o wielokierunkowym dziataniu przeciwutleniajacym. Najwigcej poli-
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fenoli jest zlokalizowanych w zewngtrznej czg$ci warstwy aleuronowej i okrywie oraz
w zarodku ziarna [16]. Sg one najczesciej kowalencyjnie zwigzane z polimerami $ciany
komorkowej i moga by¢ uwalniane podczas kwasnej hydrolizy. W ziarnach zb6z wy-
stepuje rowniez frakcja rozpuszczalnych fenolokwasow, ktore mozna wyekstrahowaé
mieszaning rozpuszczalnikow o réznej polarnosci [5]. Biologiczne funkcje polifenoli
zaleza od ich przemian w przewodzie pokarmowym i struktury chemicznej powstatych
metabolitow.

W niniejszej pracy podjgto probe okreslenia zmian biodostgpno$ci i wlasciwosci
przeciwutleniajacych zwiazkow biologicznie czynnych w pieczywie pszennym w trak-
cie trawienia w ludzkim przewodzie pokarmowym.

Material i metody badan

Materialem do badan byt chleb otrzymany z maki pszennej handlowej typu 500,
o wilgotnosci 15%, otrzymany metoda wypieku bezposredniego (jednofazowego) [8].
Trawienie w symulowanym uktadzie in vivo prowadzono nast¢pujaco:

Etap I — 10 g chleba rozdrabniano i przenoszono ilociowo do zlewki. Do préb doda-
wano 30 ml symulowanej $liny (w 1 dem’ wody destylowanej rozpuszczono
2,38 g Na,HPO,, 0,19 g KH,PO, i 8 g NaCl. Roztwor doprowadzono do pH =
6,75 1 dodano a-amylaz¢ (E.C. 3.2.1.1.), uzyskujac preparat enzymatyczny
o aktywnosci 200 U/ml) [15] i wytrzasano 10 min w temp. 37°C.

Etap II — proby otrzymane po I etapie trawienia doprowadzano do pH = 1,2 uzywajac
5 M HCl i dodawano 30 ml symulowanego ptynu gastrycznego (0,32% roztwor
pepsyny w 0,03M NaCl o pH = 1,2). Proby wytrzasano 120 min w temp. 37°C.

Etap III — po trawieniu ptynem gastrycznym proby doprowadzano do pH = 6 za pomo-
ca 0,1 M NaHCOs; i dodawano 30 ml mieszaniny zawierajacej ekstrakt z zolci
i pankreatyng (0,05 g pankreatyny i 0,3 g ekstraktu z zotci (Sigma-Aldrich,
USA) rozpuszczono w 35 ml 0,1M NaHCOs) [3]. Tak przygotowane ekstrakty
poddawano procesowi trawienia in vitro w ciagu 60 min.

Rownolegle wykonano probg wzorcowa (wodny wyciag z chleba). Wyniki analiz
tego wyciagu i prob po I etapie trawienia nie roznily sig istotnie, dlatego jako wzorzec
odniesienia przyj¢to proby otrzymane po trawieniu symulowana slina.

Badania obejmowaty oznaczenie zawartosci zwiazkow fenolowych ogétem [13]
oraz flawonoidow [1] i fenolokwas6éw [4] uwalnianych podczas trawienia chleba in
vitro, okreslenie ich zdolnos$ci do neutralizowania wolnych rodnikow [2], sity redukcji
[11], zdolnosci do chelatowania jonow Fe(Il) [7] oraz zdolnosci do hamowania katali-
zowanego przez hemoglobing utleniania kwasu linolowego [10]. Wszystkie analizy
wykonano w trzech powtorzeniach.
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Wyniki i dyskusja

Zwiazki fenolowe byly uwalniane stopniowo podczas trawienia w symulowanych
warunkach in vitro. Najmniejsze stezenie polifenoli stwierdzono w probach otrzyma-
nych po I etapie trawienia. Zawartos¢ zwiazkow fenolowych wyraznie wzrastata po 11
etapie trawienia, natomiast po trawieniu symulowanym ptynem jelitowym nie stwier-
dzono istotnych zmian ich zawartos$ci (tab.1) Trawienie spowodowato rowniez zmiany
zawartosci flawonoidow, przy czym najwigkszy wzrost ich zawartoSci stwierdzono po
III etapie. Najwigcej fenolokwasdéw zostato uwolnionych z chleba pszennego podczas
trawienia symulowana $lina. Po II etapie trawienia zaobserwowano zmniejszenie ich
zawartosci. Po zalkalizowaniu ptynu trawiennego (III etap trawienia) zawarto$¢ wol-
nych fenolokwasow wzrosta prawie dwukrotnie.

Tabela 1

Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w ptynach pozostatych po trawieniu in vitro chleba pszennego.
Content of phenolic compounds in liquids released during in vitro digestion of wheat bread.

L. Zawarto$¢ zwiazkow Zawartos¢ Zawarto$¢
Etal? tra'\tmema fenolowych ogoétem flawonoidow fenolokwasow
in vitro .
Finvi Total phenolics Total flavonoids Total phenolic acids
Stag§ otin vitro content content content
digestion
[mg/ml] [mg/ml] [nug/ml]
1 0,34 0,12 174,45
11 0,60 0,14 15,55
I 0,63 0,20 30,32

Objasnienia: / Explanatory notes:

I - ptyn po trawieniu symulowana $lina / liquid after simulated saliva digestion,

II - ptyn po trawieniu symulowanym ptynem gastrycznym / liquid after simulated gastric fluid digestion,
III- ptyn po trawieniu symulowanym ptynem jelitowym / liquid after simulated intestinal fluid digestion.

Po trawieniu symulowang $lina, plynem gastrycznym i plynem jelitowym chleba
pszennego otrzymano proby o nieznacznej aktywnosci przeciwrodnikowej. Aktywnos¢
przeciwrodnikowa wzrastala podczas inkubacji z roztworem DPPH i osiagata maksi-
mum po 60 min. Najwyzsza zdolno$cia do neutralizacji wolnych rodnikéw charaktery-
zowala si¢ proba otrzymana po trawieniu chleba symulowanym plynem gastrycznym
(rys. 1).

Badajac zwiazek pomigdzy etapem trawienia, poziomem zwiazkow fenolowych i
aktywnoscia przeciwrodnikowa prob stwierdzono istnienie wprost proporcjonalnej
zalezno$ci pomigdzy poziomem polifenoli a zdolnoscia do neutralizacji wolnych rod-
nikéw (rys. 2)
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Rys. 1.  Aktywnos¢ przeciwrodnikowa ptynéw pozostatych po trawieniu in vitro chleba pszennego.
Fig. 1.  Antiradical activity of liquids after in vitro digestion of wheat bread.
Objasnienia jak w tab.1./ Explanatory notes as in Tab.1.
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Rys. 2. Zalezno$¢ pomiedzy zdolnoscia do neutralizacji wolnych rodnikow a zawartoscia zwiazkow
fenolowych.
Fig. 2. Relationship between antiradical activity and phenolic compounds content.

Znaczaca role w katalizie procesow oksydacyjnych prowadzacych do powstawa-
nia rodnikéw hydroksylowych i peroksylowych podczas reakcji Fentona odgrywa
obecnos¢ jondw metali przejsSciowych. Procesy te mozna op6zni¢ poprzez chelatowa-
nie i dezaktywacje jonow zelaza. Plyny otrzymane po trawieniu in vitro chleba pszen-
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nego wykazaty zdolnos$¢ do chelatowania jonow Fe(Il). Byta ona najwyzsza po I etapie
trawienia i zmniejszata si¢ po I i III etapie (rys. 3).
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Rys. 3. Zdolnos¢ do chelatowania ptyndw pozostatych po trawieniu in vitro chleba pszennego.
Fig. 3.  Metal-chelating ability of liquids after in vitro digestion of wheat bread.
Objasnienia jak w tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Stwierdzono istnienie korelacji pomigdzy zawartoscia fenolokwasow a zdolnoscia
do chelatowania badanych prob (rys. 4).
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Rys. 4. Zalezno$¢ pomigdzy zdolnoscia do chelatowania a zawarto$cig fenolokwasow.
Fig. 4. Relationship between metal-chelating ability and phenolic acids content.



ZMIANY POZIOMU ZWIAZKOW FENOLOWYCH I WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACYCH.... 189

Wedtug wielu badaczy [8, 11] wlasciwosci redukujace zwiazku moga by¢ mierni-
kiem jego aktywnosci przeciwutleniajacej. Zdolno$¢ do redukceji Fe(II) jest powszech-
nie uwazana za wyznacznik zdolnosci do oddawania elektronu. Analizujac zdolnos¢ do
redukcji badanych prob stwierdzono, ze byla ona niewielka i nieznacznie malata po
kazdym etapie trawienia (rys. 5).
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Rys. 5. Zdolno$¢ do redukcji ptyndow pozostatych po trawieniu in vitro chleba pszennego.
Fig. 5. Reducing power of liquids after in vitro digestion of wheat bread.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1.

Niezwykle waznym aspektem ochrony jest zabezpieczenie lipidow przed zmia-
nami oksydacyjnymi [12]. W niniejszej pracy okreslono zdolnos$¢ do hamowania kata-
lizowanego przez hemoglobing utleniania kwasu linolowego. Stwierdzono, ze badane
proby charakteryzowaty si¢ znaczaca aktywnoscia. Trawienie ptynem jelitowym spo-
wodowalo ponaddwukrotny wzrost zdolnosci do hamowania peroksydacji lipidow
w poréwnaniu z probami otrzymanymi po I i II etapie trawienia (rys. 6).

Zdolno$¢ do hamowania peroksydacji lipidow byla uzalezniona od zawartosci
flawonoidéw w badanych probach (rys. 7).

Biologiczne funkcje polifenoli zaleza od ich przemian w przewodzie pokarmo-
wym 1 struktury chemicznej powstatych metabolitow. Prawdopodobnie koncowym
etapem przemian kwasow fenolowych jest ich potaczenie z kwasem glukuronowym
lub siarkowanie, natomiast w przypadku flawonoli i flawanoli modyfikacja polega na
metylacji. Zaréwno glikozydy, jak i aglikony sa wchtaniane w organizmach ludzi
i zwierzat [6]. Mozliwe jest, ze estryfikacja kwasem glukuronowym i siarkowanie
zwiazkdéw fenolowych wptywa na ich wtasciwosci hydrofobowe i zdolnos¢ do deloka-
lizacji elektronu, wigc wlasciwosci przeciwutleniajace tak zmodyfikowanych zwiaz-
kéw moga by¢ odmienne od wykazywanych przez analogiczne aglikony [15]. Istnieje
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Rys. 6. Zdolno$¢ do hamowania peroksydacji lipidow przez plyny pozostate po trawieniu in vitro chleba
pszennego.
Fig. 6.  Ability of inhibition of lipid peroxidation by liquids after in vitro digestion of wheat bread.
Objasnienia jak w tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.
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Rys. 7. Zalezno$¢ pomigdzy zdolno$cia do hamowania peroksydacji lipidow a zawartoScia flawono-
idow.
Fig.7.  Relationship between ability of inhibition of lipid peroxidation and flavonoids content.

niewiele danych dotyczacych metabolizmu flawonoidow u ludzi. Zwiazki te sa meta-
bolizowane w watrobie i1 przez florg bakteryjna okreznicy. Istnieja dane potwierdzajace
o-metylacjg, siarkowanie i podstawianie kwasem glukuronowym grup hydroksylowych
flawonoidéw w watrobie. W okrg¢znicy ma miejsce rozszczepienie pierscienia aroma-
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tycznego. Produkty dalszej degradacji, kwasy fenolowe, moga by¢ absorbowane i sa
wykrywane w moczu zwierzat [9].

Whioski

1.

Proces trawienia chleba pszennego spowodowat uwolnienie zwiazkow polifenolo-
wych z badanych prob, przy czym najwigksza ich ilo$¢ uwolniona zostala po tra-
wieniu symulowanym ptynem gastrycznym. Trawienie symulowanym plynem je-
litowym spowodowato znaczacy wzrost zawartosci flawonoidow, natomiast naj-
wyzsze stezenie fenolokwasow stwierdzono po trawieniu symulowana $lina.

Plyny otrzymane po trawieniu in vitro pieczywa pszennego wykazywaty niewielka
zdolnos¢ do neutralizacji wolnych rodnikow. Aktywno$¢ przeciwrodnikowa wzra-
stata po II i I1I etapie trawienia i byta skorelowana z zawartoécia zwiazkow feno-
lowych.

Zdolnos¢ do chelatowania Fe(Il), skorelowana z zawartoscia fenolokwasow
w badanych probach, byta najwyzsza po I etapie trawienia i malata w miarg postg-
pu procesu, podobnie jak zdolnos$¢ do redukeji.

Wszystkie badane proby wykazaly zdolnos¢ do ochrony lipidow przed utlenie-
niem, ktora byla uzalezniona od zawartosci flawonoidéw. Najwyzsza aktywnos$¢
stwierdzono w probie po 111 etapie trawienia.

Praca byta prezentowana podczas XXXVII Ogolnopolskiej Sesji Komitetu Nauk

0 Zywnos’ci PAN, Gdynia, 26 — 27.1X.2006.
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CHANGES OF THE PHENOLIC COMPOUNDS LEVEL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF LIQUIDS OBTAINED AFTER IN VITRO DIGESTION OF WHEAT BREAD

Summary

Bread obtained from wheat flour was digested in in vifro conditions. Changes of content of total phe-
nolic compounds, flavonoids and phenolic acids released during in vitro digestion, determination of their
ability to free radical scavenge, metal — chelating ability, reducing power and ability to inhibition of lipid
peroxidation were evaluated.

During the in vitro digestion the content of total phenolics and flavonoids was increased from 0.34 to
0.62 mg/ml and from 0.13 to 0.21 mg/ml, respectively. The highest content of phenolic acids (174.45
png/ml) was obtained in fluid after simulated saliva digestion. Ability of DPPH radical scavenging was
increased from 9.8% (after simulated saliva digestion) to 19.6% (after simulated intestinal fluid digestion),
whereas reducing power decreased during in vitro digestion. Similar relationship was obtained in the study
of metal-chelating ability, which was decrease from 51.2% (after I stage) to 22.3% (after III stage). The
highest ability of lipid peroxidation inhibition was obtained in sample after simulated intestinal fluid
digestion (72.69%). Antiradical activity was correlated with total phenolic compounds content. Significant
correlations between total flavonoids content and ability to inhibition of lipid peroxidation and with phe-
nolic acids content and metal-chelating ability was found.

Key words: wheat bread, antioxidant activity, polyphenols, in vitro digestion
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