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URSZULA GAWLIK-DZIKI

WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE ZWIAZKOW
FENOLOWYCH UWALNIANYCH W PROCESIE TRAWIENIA
IN VITRO BROKULOW

Streszczenie

Gotowane brokuly §wieze i mrozone oraz brokuty §wieze surowe poddano procesowi hydrolizy symu-
lowanym plynem gastrycznym w warunkach in vitro. W otrzymanych ekstraktach oznaczono zawartosé¢
zwiazkow fenolowych i fenolokwasow oraz oznaczono ich wlasciwosci przeciwutleniajgce czterema
metodami analitycznymi. Najwyzsze stezenie kwasow fenolowych (0,063 pg/ml) stwierdzono w ptynie po
trawieniu in vitro gotowanych brokuléw mrozonych. Fenolokwasy zawarte w badanych prébach wykazy-
waly znaczna aktywno$¢ antyrodnikowa (24-34%) i skutecznie hamowaty autooksydacj¢ kwasu linolowe-
go. Zdolno$¢ hamowania degradacji emulsji B - karotenowej nie byia skorelowana z zawartoscig zwiaz~
kow fenolowych i stezeniem kwasdéw fenolowych w badanych prébach (r = 0,89). Stwierdzono natomiast
istotne korelacje pomigdzy zawartoscia zwiazkow fenolowych i stezeniem fenolokwaséw a zdolno$cia do
hamowania autooksydacji kwasu linolowego. Zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw byta skorelo-
wana z zawartoécia kwasow fenolowych (r = 0,85).

Stowa kluczowe: brokuty, kwasy fenolowe, aktywnos¢ przeciwutleniajaca.

Wstep

Prozdrowotne wiasciwosci roslinnych przeciwutleniaczy sa przedmiotem wielu
opracowan. Wigkszo$é z nich gtéwny nacisk ktadzie na znaczenie witamin E i C oraz
B-karotenu, podczas gdy znaczaca rolg moze rowniez odgrywaé obecnos¢ fenolowych
przeciwutleniaczy. Polifenole, szczegdlnie flawonoidy oraz fenylopropanoidy, sa efek-
tywnymi donorami atoméw wodoru. Ich potencjat przeciwutleniajacy jest uzalezniony
od ilosci i wzajemnego rozmieszczenia grup hydroksylowych, struktury zwiazku, jak
rowniez obecnos$ci podstawnikow [14]. Waznymi sktadnikami (fizycznymi, chemicz-
nymi 1 biologicznymi) roélinnych $cian komoérkowych oraz wigkszosci Zywnosci po-
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chodzenia roslinnego sa pochodne kwasow hydroksycynamonowych. Budza one coraz
wigksze zainteresowanie jako zwiazki wzbogacajace jako$¢ surowca przy produkcji
tzw. zywno§ci funkcjonalnej [10]. _

Z uwagi na wielorakie oddziatywania zwiazkdéw polifenolowych na organizm
czlowieka konieczne jest wzbogacanie codziennej diety w produkty o duzej zawartosci
tych naturalnych substancji prozdrowotnych. Doskonatym ich zrédlem jest niewatpli-
wie brokut wloski, nalezacy do grupy warzyw o wysokiej aktywnosci przeciwutlenia-
jacej [9]. Niewiele jest doniesien na temat biodostgpnosci zwigzkéw polifenolowych
dla cztowieka. Poniewaz biologiczne funkcje polifenoli zaleza od struktury chemicznej
powstatych metabolitow, konieczne sa szczegdtowe badania na temat ich przemian w
ludzkim przewodzie pokarmowym. Dlatego tez w ninigjszej pracy podjgto probeg okre-
slenia biodostgpnoséci i aktywnosci przeciwutleniajacej zwiazkow fenolowych obec-
nych w brokutach nieprzetworzonych oraz poddanych obrdbce hydrotermiczne;.

Material i metody badan

Materiatem do badan byly mrozone brokuly firmy ,,Hortex” oraz brokuly swieze
dostgpne w handlu. Surowiec poddawano gotowaniu w 100 ml wody destylowane;.
Czas obrdbki hydrotermicznej brokuléw mroZzonych wynosit 5 min, a $wiezych 10
min.

W celu okreslenia biodostgpnosci zwiazkoéw fenolowych obecnych w brokutach
prowadzono proces trawienia in vitro (gotowanych brokuléw mrozonych i brokulow
$wiezych surowych i gotowanych) symulowanym ptynem gastrycznym (SGF). Proces
trawienia in vitro prowadzono przy uzyciu symulowanego ptynu gastrycznego (0,32%
roztwér pepsyny w 0,03 M NaCl o pH = 1,2), wytrzasajac 2 h w temp. 38°C. Po 2 h
hydrolizg przerywano zobojgtniajac srodowisko reakcji 1M NaOH.

W ekstraktach oznaczano catkowitg zawarto$¢ zwiazkow fenolowych z odczyn-
nikiem Folina-Ciocalteau [18] oraz sume kwaséw fenolowych (w przeliczeniu na kwas
kawowy) metoda Arnova [4]. Stezenie zwiazkow fenolowych (w przeliczeniu na kwas
chlorogenowy) odczytywano z krzywej wzorcowe;j.

Z pltynéw pozostatych po trawieniu in vitro ekstrahowano kwasy fenolowe meto-
da opisana przez Hatcher i Kruger [6]. Ekstrakty odthuszczano eterem naftowym, na-
stepnie z fazy wodnej ekstrahowano kwasy fenolowe mieszaning eter dietylowy: octan
etylu (1:1). Ekstrakcje prowadzono przez pigciokrotne wytrzasanie. Frakcje eterowe
zbierano i taczono. Ekstrakt ten, zawierajacy wolne kwasy fenolowe osuszano bez-
wodnym siarczanem(VI) sodu. Rozpuszczalniki organiczne odparowywano pod
zmniejszonym cisnieniem. Sucha pozostatos¢ rozpuszczano w 10 ml czystego metano-
lu.
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Oznaczanie aktywno$ci przeciwutleniajacej kwasow fenolowych wobec DPPH’
(2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) prowadzono wedtug Brand-Williams i wsp. [1]. Po-
miarow absorbancji dokonywano przy dtugosci fali 515 nm.

Aktywno$¢ przeciwutleniajacqg wyrazano jako % inhibicji wedlug réwnania
podanego przez von Gadowa 1 wsp. [20]:

Inhibicja = [(Ac)~ Aaw)l/ Aco] x 100, [%] (1)
gdzie:

Acp) — absorbancja proby kontrolnej w czasie 0,

A, — absorbancja proby badanej po 30 min inkubac;ji.

Oznaczano takze zdolnos¢ do hamowania degradacji emulsji p-karotenu
z kwasem linolowym [11]. W celu przygotowania emulsji, S mg 3-karotenu rozpusz-
czano w 50 ml chloroformu. Do kolby zawierajacej 120 pl 60% roztworu kwasu lino-
lowego i 1200 pl preparatu Tween 40 dodawano 6 ml chloroformowego roztworu B-
karotenu. Chloroform odparowywano w temp. 40°C. Do otrzymanej w ten sposob
emulsji B-karotenu dodawano 200 ml 30% roztworu nadtlenku wodoru i mieszano.

Do proboéwek pobierano po 6 ml utlenionej emulsji wprowadzajac rownoczes$nie
po 80 ul badanego ekstraktu. Probéwki natychmiast umieszczano w termostacie i in-
kubowano w temp. 50°C. Utlenienie emulsji B-karotenu rejestrowano spektrofotome-
trycznie przy dtugosdci fali 470 nm. Absorbancjg probek mierzono w czasie 0, a na-
stepnie co 15 min przez 2 h. Do préby kontrolnej uzyto 80 pl czystego metanolu za-
miast przygotowanego ckstraktu 1 6 ml utlenionej emulsji -karotenu. Aktywno$é
przeciwutleniajaca okreslano jako AAC wedlug rownania podanego przez von Gado-
wa i wsp. [20]:

AAC =[(Anw - (Acw) / ((Acw) - (Acw)] x 1000 (2)

gdzie:

Ac) — absorbancja préby kontrolnej w czasie 0,

Acy, — absorbancja proby kontrolnej mierzona co 15 min przez 2 h,

A — absorbancja proby badanej mierzona co 15 min przez 2 h.

Whasciwoscel przeciwutleniajace okre§lano takze jako zdolno$¢ do hamowania au-
tooksydacji kwasu linolowego metoda Lingnerta i wsp. [12]. Prébki inkubowano w
temp. 37°C w czasie 24 h. Efekt przeciwutleniajacy obliczano z rownania:

AAC = (AAz4 nm( ) - AAg3anm) [ AAzanm(c) (3)
gdzie: ‘
AAsssn, — wzrost absorbancji proby badanej przy dhugosci fali 234 nm,
AA234 m ) — odpowiadajacy wzrost absorbancji proby kontrolne;j.
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Zdolno$¢ do hamowania autooksydacji kwasu linolowego okreslano réwniez me-
toda rodankowa [13]. Absorbancje¢ mierzono przy diugosci fali 500 nm wobec 75%
metanolu w czasie 0 oraz po 24 h inkubacji. Efekt przeciwutleniajacy obliczano z row-
nania:

AAC = (AA 500 um( ) - AA 500 mm) / AA 500 am( C) 4)
gdzie:

AA 50 nm — Wzrost absorbancji proby badanej przy dtugosei fali 500 nm,

AA 500 am 0y — 0dpowiadajacy wzrost absorbancji proby kontrolnej.

Oznaczenia wykonano w pigciu powtérzeniach w przypadku kazdej z trzech ba-
danych prob. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Przeprowadzono anali-
zg wariancji oraz okreslono istotno$¢ roznic miedzy Srednimi stosujac test Tuckey’a.
Wyznaczono takze wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona pomigdzy okres§lanymi
cechami.

Wyniki i dyskusja

Ptyn po trawieniu in vitro brokuldow S$wiezych surowych zawieral najwiecej
zwiazkow fenolowych ogoétem (0,163 mg/ml), natomiast najwyzsza zawartos¢ kwasow
fenolowych (0,063 pg/ml) stwierdzono w plynie po trawieniu in vitro gotowanych
brokuléw mrozonych (tab. 1). W dostepnej literaturze brak jest danych na temat
zawartoSci zwiazkéw fenolowych w ptynach pozostalych po trawieniu in vitro
zywnosci pochodzenia roélinnego.

Tabela |

Calkowita zawartosé zwiazkow fenolowych oraz fenolokwasow wyekstrahowanych z ptynow pozostatych
po trawieniu in vitro brokutow $wiezych i mrozonych.

Total content of phenolics and phenolic acids content extracted from fluids after in vitro digestion of fresh
and frozen broccoli.

Catkowita zawarto$¢ ‘1 .
. L, Zawarto$¢ kwasow fenolowych
Préba zwiazkow fenolowych ..
. Total phenolic acids content
Sample Total phenolics content [11g/ml]
[mg/ml] HE
T1 0,100° 0,027°
T2 0,163° 0,059°
T3 0,140 ¢ 0,063 "

T1 — Ptyn po trawieniu brokutow $wiezych gotowanych / Fluid left after digestion of boiled fresh broccoli,
T2 — Plyn po trawieniu brokulow swiezych surowych / Fluid left after digestion of raw fresh broccoli,

T3 — Plyn po trawieniu brokuldéw mrozonych gotowanych / Fluid left after digestion of boiled frozen
broccoli,

a, b, ¢ — warto$ci srednie oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie istotnie przy p <
0,05 / means followed by the same letter are not significantly different at the level p < 0.05.
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W przypadku brokutow §wiezych wezesniejsze gotowanie spowodowato spadek
zawarto$ci zwiazkow fenolowych ogétem i zawartosci kwasow fenolowych w ptynach
pozostatych po trawieniu. Najwyzsze st¢zenie tych zwiazkéw wystapilo w ptynie po
trawieniu brokutow surowych. Proba otrzymana z gotowanych brokutéw mrozonych
zawierala najwiecej kwasow fenolowych. Przyczyna byla prawdopodobnie degradacja
struktur komérkowych podczas obrobki hydrotermicznej. Wyzsza zawartos¢ zwiaz-
kow fenolowych w fasoli moczonej i gotowanej niz w surowej stwierdzili Villavicen-
cio i wsp. [21]. Zjawisko to wytlumaczono lepsza podatno$cia na ekstrakcjg, wynika-
jaca ze zmian w strukturze zwiazkow budujacych $Sciang komoérkowa, zachodzacych
pod wpltywem wysokiej temperatury lub uwalnianiem zwiazkéw fenolowych z ich
nierozpuszczalnych kompleksowych potaczen. Prawdopodobnie z tego powodu naj-
wyzsze stgzenie kwasow fenolowych stwierdzono w ptynie po trawieniu in vitro go-
towanych brokutéw mrozonych.

Badania sktadu ptynu pozostalego po trawieniu in vitro brokulow dowiodly, ze
podczas kwasnej hydrolizy, pod wpltywem symulowanego ptynu gastrycznego, do
srodowiska reakcji uwolnily si¢ zwiazki majace znaczenie jako potencjalne chemo-
prewentery. Kanner i Lapidot [8] sugeruja, Ze ptyn gastryczny czlowieka jest srodowi-
skiem wzmagajacym peroksydacjg¢ lipidow i innych zwiazkéw pochodzacych z zyw-
nosci. Autorzy ci wskazuja na bardzo korzystny wptyw wlaczania do codziennej diety
zywnosci pochodzenia roélinnego zawierajacej przeciwutleniacze.

W niniejszej pracy wolne rodniki DPPH" najskuteczniej neutralizowaty kwasy
fenolowe wyizolowane z ptynu po trawieniu brokutéw mrozonych gotowanych (34%
inhibicji). Nieco nizsza aktywno$¢ wykazaty kwasy fenolowe wyekstrahowane z ptynu
po trawieniu brokutow s§wiezych surowych i kwasy fenolowe wyekstrahowane z ptynu
po trawieniu brokulow $wiezych gotowanych (odpowiednio 28 i 24%). Uzyskane wy-
niki przedstawiono na rys. 1.

Wszystkie badane proby wykazywaly bardzo niska aktywno$¢ przeciwutleniaja-
ca, okre$long jako zdolno$¢ do hamowania degradacji emulsji B-karotenu. Najwyzsza
aktywnos¢ (11%) wykazywaty kwasy fenolowe obecne w plynie po trawieniu in vitro
gotowanych brokutéw mrozonych. Aktywno$é pozostatych prob byla zblizona i
ksztaltowata sig na poziomie 8%. By¢ moze jest to uzaleznione od polarnosci miesza-
niny reakcyjnej. Wielu badaczy wskazuje na to, Ze istnieje silna zalezno$¢ pomigdzy
aktywnoscia przeciwutleniaczy a metoda uzywang do jej oznaczenia. Wcze$niejsze
badania [15] dowiodly istnienia zjawiska okreslanego jako ,,polar paradox™ — przeci-
wutleniacze hydrofilowe sa bardziej efektywne od lipofilowych w fazie hydrofobowej,
natomiast zwiazki o charakterze lipofilowym wykazuja wyzsza aktywno$¢ w stosunku
do emulsji. Zjawisko takie opisano w przypadku a-tokoferolu, Troloxu (wodny odpo-
wiednik witaminy E), kwasu askorbinowego, jak réwniez zwiazkéw fenolowych
obecnych w ekstrakcie z rozmarynu [15]. Peterson i wsp. [16] badajac aktywno§é
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przeciwutleniajaca kaszy owsianej wykazali, ze stosujac do oznaczen metodg z f3-
karotenem uzyskuje sie duza zmienno$¢ wynikow w poréwnaniu z metoda z DPPH,
przy zastosowaniu ktorej rozrzut wynikow jest mniejszy. Von Gadow i wsp. [20] za-
obserwowali prooksydacyjne dziatanie kwasu kawowego w stosunku do emulsji f3-
karotenu, podczas gdy zwiazek ten wykazywal silne wlasciwosci antyoksydacyjne
wobec DPPH oraz inhibitowal oksydacje smalcu.
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Rys. 1. Aktywno$¢ antyrodnikowa kwasow fenolowych wyekstrahowanych z plynéw pozostatych po
trawieniu in vitro brokutéw $wiezych i mrozonych.

Fig. 1. Antiradical activity of phenolic acids extracted from fluids after in vifro digestion of fresh and
frozen broccoli.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1.

Najnizsza zdolnoscia do hamowania samoutleniania kwasu linolowego charakte-
ryzowaly sie kwasy fenolowe wyizolowane z ptynu pozostatego po trawieniu broku-
6w $wiezych gotowanych (AAC = 0,25). Podobne wiasciwosci przeciwutleniajace
wykazywaly kwasy fenolowe wyizolowane z ptynu pozostatego po trawieniu broku-
tow $wiezych surowych i brokutéw mrozonych gotowanych (AAC = 0,33). Zaleznosci
te potwierdzily obydwie metody zastosowane do oznaczen, z tym, Ze wyzsze wartosci
AAC uzyskano stosujac do oznaczen metodg rodankows (rys. 2).

W literaturze brak jest opracowan na temat sktadu i wladciwosci przeciwutlenia-
jacych kwaséw fenolowych uwalnianych podczas hydrolizy pozywienia pochodzenia
roélinnego w zotadku. Analizujac wlasciwosci przeciwutleniajace kwaséw fenolowych
wyizolowanych z plynu pozostalego po trawieniu stwierdzono, ze skutecznie hamuja
one samoutlenianie kwasu linolowego. Wedtug Kaura i Kapoora [9], niektore warzy-
wa, w tym brokuty, brukselka i pomidory, charakteryzujace si¢ umiarkowana lub niska
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zawarto$cig zwiazkow fenolowych, wykazuja wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca.
Mozna to tlumaczyé wiasciwosciami poszczegdinych zwiazkéw fenolowych, ktore
moga by¢ skutecznymi przeciwutleniaczami, niz wysoka ich zawartoscia ogétem. W
zwiazku z tym badacze ci uwazaja za bardziej uzasadnione okreSlanie wiasciwosci
przeciwutleniajacych warzyw przy zastosowaniu rozmaitych metod, niz bazowanie na
rezultatach uzyskanych przy zastosowaniu tylko jednego sposobu ich okreslania. Na
podstawie uzyskanych w pracy wynikow wykazano, Ze czgsto trudne jest porownanie
warto$ci uzyskanych réznymi metodami, niemniej jednak wskazuja one na réznorod-
no$¢ mechanizmow dziatania przeciwutleniaczy zawartych w badanym surowcu.
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Rys. 2. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca (AAC) kwasoéw fenolowych wyizolowanych z ptynéow pozosta-
tych po trawieniu in vitro brokulow $wiezych 1 mrozonych.

Fig. 2.  Antioxidant activity (AAC) of phenolic acids extracted from fluids after in vitro digestion of
fresh and frozen broccoli.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1.

Nie stwierdzono istotnych korelacji pomigdzy aktywnoscia antyrodnikowa (ozna-
czenie z DPPH) a zawartos$cia zwiazkow fenolowych w badanych ekstraktach. Row-
niez zdolno$¢ do hamowania wspétutleniania B-karotenu i kwasu linolowego nie byta
uzalezniona od poziomu zwiazkéw fenolowych (rys. 3).

Wykazano natomiast istotna korelacj¢ pomiedzy zawarto$cig zwiazkéw fenolo-
wych a hamowaniem samoutleniania kwasu linolowego. Przy oznaczeniu metoda Lin-
gnerta wspotczynnik korelacji wynosit 0,89, a przy zastosowaniu do oznaczen metody
rodankowej 0,74 (rys. 4).
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Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej (AAC) od catkowitej zawartosci zwiazkéw fenolo-
wych (Zg) w plynach pozostatych po trawieniu in vitro brokuléw §wiezych i mrozonych.

A) oznaczenie wobec DPPH, B)oznaczenie wobec [3-karotenu.
Relationship between antioxidant activity and total phenolic content (Zg) in fluids after in vitro
digestion of fresh and frozen broccoli.
A) DPPH test, B) f-carotene bleaching method.
Objasnienia jak w tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

02+

0,15 +

0,1 +

Z [mg/mi]

0,05 +

L.

T

Préba/Sample

T3

EZ=zaw. zwigzkow fenolowych/total phenolics content
- = metoda Lingnerta/Lingnert's method
- @ = metoda rodankowa/thiocyanate method

Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej (AAC) od catkowitej zawartosci zwiazkow fenolo-
wych (Zz) w plynach pozostatych po trawieniu in vitro brokuléw $wiezych i mrozonych.

Relationship between antioxidant activity and total phenolic content (Zg) in fluids after in vitro
digestion of fresh and frozen broccoli.
Obijasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1.
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Uzyskane niejednoznaczne zaleznosci pomigdzy stgzeniem zwiazkéw fenolo-
wych a aktywno$cia przeciwutleniajaca ekstraktow znajduja odzwierciedlenie w bada-
niach Gazzani i wsp. [5] oraz Kédhkonen i wsp. [7]. Cytowani autorzy nie stwierdzili
zadnej korelacji pomiedzy zawartoScia zwiazkéw fenolowych a aktywnoscia
przeciwutleniajaca ekstraktow z roslin. Wedtug nich, z réznych zwiazkow fenolowych
zachodza odmienne reakcje przy oznaczaniu metoda Folina-Ciocalteau, wigc
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca danego ekstraktu nie powinna by¢ okres$lana na
podstawie calkowitej zawarto$ci zwiazkéw fenolowych, lecz wymaga iloSciowego
okreslenia kazdego ich rodzaju przy zastosowaniu wiasciwych metod [9]. Natomiast
Deighton i wsp. [3] oraz Velioglu i wsp. [19] wykazali liniowa zalezno$¢ pomigdzy
aktywnoscia przeciwutleniajaca a zawartoscia zwiazkow fenolowych w roslinach z
gatunku Rubus. Potencjal przeciwutleniajacy moga roznicowaé metody jego okreslania
oraz, w obrgbie samej metody, réznice w polarnosci medium, bowiem interakcje
przeciwutleniaczy z innymi zwiazkami chemicznymi odgrywaja gtéwna rol¢ w ich
aktywnosci [15]. Obserwowano drastyczne rozbiezno$ci, kiedy badany zwiazek
wykazywal wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna wedlug jednej, a prooksydacyjna
wedtug drugiej metody oznaczania {14].

[ zaw. fenolokwasdw/total phenolic acids content
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Rys.5. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej od catkowitej zawartosci kwasow fenolowych (Zkr)
w plynach pozostalych po trawieniu in vitro brokutow §wiezych i mrozonych.

Fig. 5. Relationship between antioxidant activity and total phenolic acids content (Zg) in fluids after in
vitro digestion of fresh and frozen broccoli.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1.
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W celu okreélenia potencjatu przeciwutleniajacego konieczne jest wigc, oprocz
zastosowania wielu metod oznaczania aktywnosci przeciwutleniajacej badanego su-
rowca, uwzglednienie zawartosci i rodzaju zwiazkéw fenolowych. Badania wiasne
wykazaty, ze zdolno$¢ do hamowania samoutleniania kwasu linolowego byla istotnie
skorelowana z zawarto$cia kwasow fenolowych (rys. 5). Wspolczynnik korelacji przy
zastosowaniu metody Lingnerta wyniost 0,89, natomiast w przypadku zastosowania
metody rodankowej 0, 91.

Stwierdzono réwniez korelacje pomigdzy aktywnoscia antyrodnikowa (oznacze-
nie wobec DPPH) a zawartoscia fenolokwasow. Wspotczynnik korelacji wynosit 0,85.
Natomiast zdolno$¢ do hamowania degradacji emulsji 3-karotenowej nie byla uzalez-
niona od zawartosci fenolokwasow (rys. 6).

W celu okreslenia korelacji pomiedzy struktura zawiazkéw fenolowych i aktyw-
noscia przeciwutleniajaca wykonano wiele prac [2, 17], ale z uwagi na réznorodnos¢
stosowanych metod oznaczania tej aktywnosci zaleznodci nie zostaly w petni wyja-
$nione. Ponadto niezbedne sa dodatkowe informacje na temat ich biodostgpnosci z
pozywienia pochodzenia roslinnego i wplywu stosowanych zabiegdéw technologicz-
nych na ich zawartos$¢ i zmiany strukturalne.
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Rys.6.  Zaleznosé aktywnosci przeciwutleniajacej od catkowitej zawartosci kwasow fenolowych (Zgg) w
plynach pozostatych po trawieniu in vitro brokutéw $wiezych i mrozonych.
A) oznaczenie z DPPH, B) oznaczenie wobec 3-karotenu.

Fig. 6. Relationship between antioxidant activity and total phenolic acids content (Zgg) in fluids after in
vitro digestion of fresh and frozen broccoli.
A) DPPH test, B) B-carotene bleaching method.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1.
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Z przeprowadzonych badan wynika, Ze proces zamrazania brokulow nie spowo-
dowat spadku wtasciwosei przeciwutleniajacych — mrozonki tego warzywa zawieraja
przeciwutleniacze o aktywno$ci porownywalnej do zwigzkéw pochodzacych z warzyw
swiezych.

Kroon i Wiliamson [10], bazujac na badaniach in vitro, sugeruja, ze kwasy hy-
droksycynamonowe moga stanowi¢ gtdéwna grupg przeciwutleniaczy w zywnosci po-
chodzenia roslinnego. Jednak aktywno$¢ przeciwutleniajaca tych zwiazkéw nie musi
by¢ koniecznie odzwierciedlona efektem prozdrowotnym, bowiem o biodostepnos$ci
zwiazkdéw decyduje zaabsorbowanie ich w jelicie. Badania nad biodostgpnoscig kwa-
sow hydroksycynamonowych sa rzadkie, ale wstgpne wyniki otrzymane w réznych
laboratoriach sugeruja, ze zwiazki te sa absorbowane w przewodzie pokarmowym.
Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze zwiazki te sa uwalniane do ptynu gastrycz-
nego 1 wykazuja znaczace wiasciwosci przeciwutleniajace.

Kierunkiem dalszych badan powinno by¢ pelne wyjasnienie kwestii biodostgpno-
$ci pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych i zbadanie, na ile ich wiasciwosci
przeciwutleniajace znajdujg odzwierciedlenie w ochronie zdrowia.

Whioski

1. Ho$¢ uwolnionych, podczas trawienia in vitro brokutow, zwiazkéw fenolowych
uzalezniona jest od obrobki hydrotermicznej, ktérym warzywo byto poddane. Sto-
sowane zabiegi technologiczne réznicuja réwniez wiasciwosci kwaséw fenolo-
wych izolowanych z ptynéw otrzymanych po trawieniu in vitro.

2. Kwasy fenolowe wyizolowane z pltynéw pozostatych po trawieniu in vitro broku-
tow wykazywaty znaczna aktywno$¢ antyrodnikowa i skutecznie hamowaty sa-
moutlenianie kwasu linolowego, natomiast w niewielkim stopniu hamowaty de-
gradacjg emulsji B-karotenowe;j.

3. Zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw DPPH byfa dodatnio skorelowana z
catkowita zawartoscig kwasow fenolowych w badanych prébach. Nie stwierdzono
natomiast korelacji pomigdzy aktywno$cia przeciwutleniajaca oznaczana wobec
DPPH a catkowita zawartoscia zwiazkow fenolowych.

4. Zdolno$¢ do hamowania degradacji emulsji B-karotenowej nie byta skorelowana z
catkowitg zawarto$cia zwiazkow fenolowych i suma kwaséw fenolowych w bada-
nych probach. ‘

5. Niezaleznie od zastosowanej do oznaczen metody, zdolno$¢ do hamowania samo-
utleniania kwasu linolowego uzalezniona byla od stgzenia zwiagzkéw fenolowych i
zawarto$ci fenolokwaséw w badanych probach.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PHENOLIC ACIDS
OBTAINED AFTER BROCCOLI IN VITRO DIGESTION

Summary

Boiled fresh and frozen broccoli and raw fresh broccoli was hydrolyzed in vitro by simulated gastric
fluid. The total phenolics and phenolic acids content of the extracts was determined. Four analytical meth-
ods were used for evaluation of the antioxidant activity. The highest content of phenolic acids
(0,063 pug/ml) was obtained in fluid after in vitro digestion of boiled frozen broccoli. The phenolic acids of
analyzed samples showed significant antiradical activity (24-34%) and effectively inhibited autooxidation
of linoleic acid. Inhibition of B-carotene bleaching was not correlated with total phenolics and phenolic
acids content in analyzed samples. Significant correlations (r = 0,89) between total phenolics and phenolic
acids content and ability of inhibiting linoleic acid autooxidation was found. The neutralization ability of
free radical DPPH was correlated with total phenolic acids content (r = 0,85).

Key words: broccoli, phenolic acids, antioxidant activity.



