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AKTYWNOSC ANTYUTLENIAJACA ZWIAZKOW
FENOLOWYCH EKSTRAHOWANYCH ROZNYMI
ROZPUSZCZALNIKAMI Z KALAFIORA

Streszczenie

Zwigzki fenolowe ekstrahowano z handlowego, mrozonego kalafiora firmy Hortex. Zastosowano
cztery uktady rozpuszczalnikéw: aceton-woda, etanol-woda, metanol-woda (4:1v/v) oraz metanol-woda
(1:1 v/v), w czasie 15, 30, 45 i 60 min. Zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych zalezna byfa od zastosowanego
w procesie ekstrakcji uktadu rozpuszczalnikdw i czasu jej trwania.

Wszystkie ekstrakty wykazaly najwyzsza aktywno$¢ antyutleniajaca po dwudziestoczterogodzinnej
inkubacji z kwasem linolowym. Nie znaleziono prostej zalezno§ci pomigdzy poziomem zwiazkéw feno-
lowych w ekstraktach a ich aktywnoscia antoksydacyjna.

Wstep

Zywno$é pochodzenia roslinnego, obok podstawowych sktadnikéw energetycz-
nych, witamin i zwiazkéw mineralnych, dostarcza organizmowi wielu metabolitow
wtérnych. Wérod nich znajduja sig zwiazki fenolowe. W ostatnich latach uwaga bada-
czy zwrdcona jest na specyficzne oddzialywania tych zwiazkow, a szczeg6lnie ozna-
czanie ich wlasciwosci antyutleniajacych [1, 3, 13, 16, 17, 22, 23]. Organizm czlowie-
ka narazony jest bowiem na dziatanie wolnych rodnikéw pochodzacych ze zrodet we-
wnetrznych (oddychanie komorkowe) i zewngtrznych — promieniowanie ultrafioletowe
1 jonizujace, zanieczyszczenia powietrza, niektore leki czy niewlasciwie przetwarzane
lub przechowywane produkty zywno$ciowe. Podstawowy enzymatyczny system
obronny organizmu, do ktdrego zaliczamy dysmutaz¢ ponadtlenkowa SOD
(E.C.1.15.1.1), katalazg (E.C.1.11.1.6) i peroksydazy: glutationowa (E.C.1.11.1.9) i
askorbinianowa (E.C.1.11.1.11), jest wspomagany dziataniem przeciwutleniaczy nie-
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enzymatycznych takich jak: tokoferole, karotenoidy, kwas askorbinowy, polifenole.
Substancje te moga podobnie jak enzymy speiaé role inhibitoréw zapobiegawczych,
glownie poprzez chetatowanie jondw metali przejsciowych lub przerywaé reakcje tan-
cuchowg poprzez dezaktywacjg aktywnych wolnych rodnikéw.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie efektywnosci czterech roznych uktadow
rozpuszczalnikow w procesie ekstrakcji zwiazkow fenolowych z kalafiora i oznaczenie
wlasciwoéci antyutleniajacych wyizolowanych zwigzkow.

Material i metody badan

Materialem do badan byt handlowy mrozony kalafior firmy ,,Hortex”. Po dok}ad-
nym rozdrobnieniu surowca i uzyskaniu $redniej proby sporzadzano 3g nawazki, z
ktorych ekstrahowano zwiazki fenolowe czterema ukladami rozpuszczalnikow: ace-
ton-woda, etanol-woda, metanol-woda (4:1v/v) oraz metanol-woda (1:1 v/v), w czasie
15, 30, 45 1 60 min. Proces przeprowadzano trzykrotnie w wytrzasarce, w temperaturze
pokojowej, osad kazdorazowo odwirowywano (10 min, 3000 obr./min). Uzyskane
ekstrakty faczono i uzupetniano do objetosci 100 ml. Poziom zwiazkéw fenolowych
oznaczano spektrofotometrycznie z odczynnikiem Folin-Ciocalteau [18], stosujac jako
wzorzec kwas chlorogenowy.

Whasciwosci antyutleniajace oznaczano metoda Lingherta i wsp. [11] wobec kwasu
linolowego, prowadzac inkubacjg przez 6, 12, 18, 24 i 30 godzin.
Aktywno$¢ antyutleniajaca (AOA) obliczano z rownania:

AOA = [AA234(k) - AA234(p) 1/ AAr3400
gdzie:
AAjsqx— Wzrost absorpcji podczas inkubacji w probie kontrolnej,
AAj34) — Wzrost absorpcji proby badane;.

Wyniki i dyskusja

Zawarto§¢ zwigzkow fenolowych wahata si¢ w granicach od 113 do 192 mg/100g
$wiezej masy i uzalezniona byla od czasu trwania procesu i zastosowanego do ekstrak-
cji ukladu rozpuszczalnikoéw (tab. 1). Najwigcej zwiazkow fenolowych uzyskano sto-
sujac etanol z woda, po trzydziestu minutach trwania procesu. W przypadku stosowa-
nia acetonu z woda juz po pietnastu minutowej ekstrakcji wyizolowano maksymalna
ilo§¢ zwiazkow fenolowych, natomiast w przypadku stosowania ukladéw zawieraja-
cych metanol, poziom zwiazkoéw fenolowych w otrzymanych ekstraktach wzrastat,
wraz z wydluzaniem czasu trwania procesu. Liczne dane literaturowe potwierdzaja
fakt, ze poziom zwiazkow fenolowych uzalezniony jest od gatunku rosliny, fazy jej
rozwoju i metody hodowli [1, 4, 8, 26]. Malo jest natomiast danych o skutecznosci
stosowania zmiennych uktadéw ekstrakcyjnych — w wigkszosci badaf do izolowania
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zwiazkow fenolowych stosowany jest uklad metanol-woda 1:1, natomiast do wyod-
rebniania zwiazkdéw o wlasciwosciach przeciwutleniajacych aceton-woda 4:1. Na pod-
stawie wynikow uzyskanych w niniejszej pracy stwierdzono, ze najlepszym ukladem
do izolowania zwiazkéw fenolowych z kalafiora byl etanol z woda 4:1.

Tabela l

Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych (mg/100g $wiezej masy) wyekstrahowanych z kalafiora réznymi ukia-
dami rozpuszczalnikow.

The content of phenol compounds (mg/100g fresh matter) extracted from cauliflower by different solvent
systems.

q . Zawarto$é zwiazkow fenolowych / Phenol compounds content
Uklad rozpuszczalnikow i e
Solvent system Czas ekstrakcji / Extraction time
Y 15 min 30 min 45 min 60 min
Aceton-woda 4:1
Acetone-water 4:1 125 17 15 113
Etanol-woda 4:1 .
Ethanol-water 4:1 180 192 187 167
Metanol- woda 4:1
Methanol-water 4:1 144 164 178 178
Metanol-woda 1:1
Methanol-water 1:1 127 152 158 181

Natomiast Amarowicz 1 wsp. [2], analizujac skuteczno$¢ réznych ekstrahentéw w pro-
cesie izolowania zwiazkéw fenolowych z nasion soczewicy, otrzymali ponad dwu-
krotnie wyzsza ich zawarto$¢ w ekstraktach po zastosowaniu uktadu aceton-woda (8:2
v/v) niz w ekstraktach po uzyciu w tym samym stosunku objgtosciowym mieszanin
metanol-woda i etanol-woda. Cytowane dane i wyniki tej pracy dowodza, jak waznym
czynnikiem z analitycznego punktu widzenia jest dobor odpowiednich ukladow roz-
puszczalnikéw do prowadzenia ekstrakcji. Istotne znaczenie ma rowniez czas jej trwa-
nia — w przypadku najefektywniej dzialajacych uktadow (roztwory acetonu i etanolu),
czas potrzebny do wyizolowania maksymalnej iloéci zwiazkéw fenolowych byt o po-
towg krotszy, niz po zastosowaniu roztworéw metanolu. Spadek zawarto$ci fenoli
wraz z wydluzaniem czasu ekstrakcji mogt by¢ spowodowany ich czg$ciowa koprecy-
pitacja.

Zwiazki fenolowe wystgpujace w Zywnosci pochodzenia roslinnego przez wiele
lat uwazane byly za substancje przeciwzywieniowe, z uwagi na ich fatwosé utleniania
do chinonéw, ktére z kolei polimeryzuja do zwiazkéw wielkoczasteczkowych, a w
obecnosci amin ulegaja przemianom do melanin. Niekorzystna jest rowniez mozliwosé
tworzenia kompleksowych potaczen fenoli z biatkami, gdyz przez t¢ zdolnos¢ polife-
nole moga inaktywowaé dziatanie enzyméw [15]. Te same cechy polifenoli, ktore sg
podstawa ich ujemnych oddziatywani, a szczegblnie wlaczanie si¢ do reakcji redoks i
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reagowanie z rodnikami, stanowia podstawe do stosowania zwiazkéw fenolowych jako
przeciwutleniaczy.

Otrzymane wielko$ci aktywnosci antyutleniajacej uzaleznione byly od czasu in-
kubacji z kwasem linolowym. Po kilkugodzinnym procesie, niezaleznie od ukladu
ekstrahujacego, nie otrzymano Zadnych efektéw antyutleniajacych. Wiasciwosci takie
uzyskano dopiero po dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z kwasem linolowym (rys.
1-4). Mato jest w literaturze danych o poziomie zwiazkow aktywnych biologicznie w
kalafiorze. Zarowno wyniki uzyskane w tej pracy, jak i wczesniejsze badania [5], do-
tyczace analizowania aktywnosci inhibitoréw enzymow proteolitycznych izolowanych
z wybranych warzyw, wskazuja na obecno$¢ w kalafiorze zwiazkow o specyficznym
oddziatywaniu W cytowanej pracy, ekstrakty inhibitoréw proteaz wyizolowane z kala-
fiora hamowaly dzialanie trypsyny i pepsyny, natomiast w przypadku pankreatyny
wykazaly odwrotng zalezno$¢ — zamiast inaktywowacé ten enzym powodowaly wzrost
jego aktywnosci. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy (dzialanie prooksydacyjne po
krotszych czasach inkubacji) roOwniez wskazaly na potrzebe¢ izolowania z kalafiora i
okreslania wiasciwo$ci zwiazkow odpowiedzialnych za te specyficzne oddziatywania.
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Rys.1. Wplyw czasu inkubacji na wiasciwosci antyutleniajace zwiazkéw fenolowych kalafiora
wyekstrahowanych uktadem rozpuszczalnikoéw aceton-woda 4 :1

Fig.1.  The effect of incubation time on antioxidative activity (AOA) of cauliflower phenol compounds
extracted acetone —-water solvent system 4:1.

Otrzymane wartosci liczbowe efektow antyutleniajacych trudno jest poréwnywaé z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw, gdyz w badaniach stosowane sg rézno-
rodne surowce i rozne metody analityczne. Aktywno$é antutleniajaca oznaczana jest w
oparciu o hamowanie reakcji samoutlenienia kwasu linolowego w ukladzie alkohol-
woda [21, 25], utlenianie kwasu linolowego nadtlenkiem wodoru i badanie wpltywu
otrzymanych produktdw na szybkos§¢ degradacji B-karotenu [1, 3, 22, 24], hamowanie
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Rys. 2. Wplyw czasu inkubacji na wiasciwoéci antyutleniajace zwiazkéw fenolowych kalafiora wyeks-
trahowanych uktadem rozpuszczalnikéw etanol-woda 4 :1.

Fig.2. The effect of incubation time on antioxidative activity (AOA) of cauliflower phenol compounds
extracted ethanol-water solvent system 4:1.
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Rys.3. Wplyw czasu inkubacji na wlasciwosci antyutleniajace zwiazkéow fenolowych kalafiora
wyekstrahowanych uktadem rozpuszczalnikow metanol-woda 4 :1.

Fig. 3.  The effect of incubation time on antioxidative activity (AOA) of cauliflower phenol compounds
extracted methanol -water solvent system 4:1.

fotoutleniania kwasu linolowego w obecnosci sensybilizatorow [6, 10], utlenianie es-
trow kwasu linolowego przez wolne rodniki wytwarzane w wyniku rozpadu 2,2’-
azobis (2,4-dimetylowaleronitrylu) [6, 13, 20]. Stosowana jest takZze metoda utleniania
fosfatydylocholiny przez jony Zelaza i kwas askorbinowy [14]. Okreslane jest rowniez



AKTYWNOSC ANTYUTLENIAJACA ZWIAZKOW FENOLOWYCH... 63

hamowanie procesu utleniania lipoprotein jonami miedzi czy zelaza i kwasem askorbi-
nowym [7, 23]. Czgsto badana jest zdolno$¢ ,,zmiatania” wolnych rodnikoéw, genero-
wanych z kwasu 2,2’-azobis-(3-etylobenzotiazolo-6sulfonowego) [19, 27] lub z 1,1
difenylo-1-pikrylohydrazylu [6, 12, 24, 28]. Wiasciwos$ci antyoksydacyjne sa ozna-
czane rowniez poprzez pomiar efektywnosci inhibitowania aktywowanej chemilumini-
scencji wolnych rodnikow [6, 16, 17].
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Rys. 4. Wplyw czasu inkubacji na wiasciwosci antyutleniajace zwigzkéw fenolowych kalafiora wyeks-

trahowanych uktadem rozpuszczalnikéw metanol-woda 1 :1
Fig. 4. The effect of incubation time on antioxidative activity (AOA) of cauliflower phenol compounds
extracted methanol -water system 1:1

Ta réznorodno$é metod oznaczania wiasciwosci antyutleniajacych wynika z roz-
nych mechanizméw dzialania czynnikéw utleniajacych, do ktdérych zaliczamy wolne
rodniki (hydroksylowy, anion nadtlenkowy, tlenek azotu, rodniki lipidowe), tlen sin-
gletowy, nadtlenek wodoru czy kwas podchlorawy. Najaktywniejsze w dziataniu sa
formy wolnorodnikowe, niemniej jednak i inne potaczenia tlenu latwo ulegaja reak-
cjom, w wyniku ktorych powstaja bardzo aktywne rodniki. Réwniez aktywno$¢ anty-
utleniaczy warunkowana jest ich struktura i interakcjami z innymi skladnikami. Do-
wodza tego poréwnania efektéw antyutleniajacych oznaczonych ta sama metoda w
ekstraktach uzyskanych z tego samego surowca, ale innym ukladem rozpuszczalnikow
otrzymane w niniejszej pracy, jak rOwniez rezultaty otrzymane przez innych badaczy
[10, 19].

Powszechnie uwaza si¢, Zze za wlasciwos$ci antyutleniajace ekstraktow izolowa-
nych z surowcow ro$linnych rozpuszczalnikami organicznymi odpowiedzialne sg w
glownej mierze zwiazki fenolowe. Thushida i wsp. [22], analizujac ekstrakty z czter-
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dziestu trzech gatunkdéw warzyw, stwierdzili wyzsza aktywnos$¢ antyutleniajaca wa-
rzyw o wiekszej zawartosci zwiazkoéw fenolowych. Podobne rezultaty otrzymali Luga-
st i wsp. [12] oraz Druzynska [9].

W niniejszej pracy nie znaleziono takich zaleznosci (rys. 5). Tylko po zastosowa-
niu acetonu z woda ekstrakt najzasobniejszy w zwiazki fenolowe wykazal najwigksza
aktywnos$¢ antyutleniajaca po dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z kwasem linolo-
wym. Podobnie Amarowicz i wsp. [3], poréwnujac aktywnos¢ antyoksydacyjna aceto-
nowych ekstraktéw z nasion réznych roélin straczkowych, roéwniez nie znalezli jej
prostej zalezno$ci od poziomu zwiazkow fenolowych.

0,3

o
o
25 o0 O N
£3 O
5 2 | Acelon-wode 4] pe——)
£ ceton-woda 4:
io‘ % 0,2 A Acetone-waterd ]
Etand.woda4:l
§ 2 A ~_ A A Ethanolwater 41 [l
=g . . Metanol-woda 4:1
23 015 Methend-water 4:1 "~
fo O ’ O Metanol.woda1:1 .
.2—; <> Methenol -water 1:1
g2 O 'S 15 min O
° .2 0,1 . O
=5 » 30 min
§ ; 45 min A
&5 60 min
=]
S3 005 <
3%
£.2
;‘é Polifencle (mg/100 g$.m) Polyphenols(mgf100 gfresh m atter)
- 0 v T v v ¥ r \
<
100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200

~
«

hd

W

Zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia antyoksydacyjna ekstraktéw a zawartoscig zwiazkow fenolo-
wych wyekstrahowanych w zréznicowanych warunkach z kalafiora (czas inkubacji 24 godz.).
Fig. 5.  The relationship between antioxidative activity of extracts and the content of polyphenols ex-
tracted varius conditions from cauliflower (incubation time 24 h).

‘Whioski

1. Tlo§¢ wyekstrahowanych zwiazkéw fenolowych byla zalezna od zastosowanego
uktadu rozpuszczalnikdéw i czasu trwania ekstrakcji.

2. Ekstrakt otrzymany mieszaning metanol-woda (1:1v/v) charakteryzowai najnizszy
poziom zwiazkow fenolowych.

3. Najwigksza aktywnos¢ antyutleniajaca wykazaly ekstrakty otrzymane po trzydzie-
stominutowej ekstrakcji i dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z kwasem linolo-
wym w odniesieniu do wszystkich testowanych ukladow rozpuszczalnikow.
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4. Aktywno$¢ antyutleniajaca ekstraktow z kalafiora nie byta uzalezniona od pozio-
mu zwiazkéw fenolowych i pozostalych substratow reakcji z odczynnikiem Folin-
Ciocalteu.
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ANTIOXIDATIVE ACTIVITY OF PHENOL COMPOUNDS EXTRACTED BY DIFFERENT
SOLVENT SYSTEMS FROM CAULIFLOWER

Summary

Phenol compounds were extracted from commercial frozen cauliflower (Hortex company) using
acetone-water, ethanol-water, methanol-water (4:1 v/v) and methanoi-water (1:1 v/v) solvent system. The
amount of phenol compounds was depended on the solvent system used in extraction process and on the
extraction time.

The antioxidant activity of all extracts was the highest after 24-hour incubation with linoleic acid.
The results do not confirm the correlation between the phenol content in obtained extracts and their anti-
oxidant activity.



