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1. Wprowadzenie

Wolne rodniki to atomy, czasteczki lub jony posiadajace na zewngtrznej orbicie pojedynczy
niesparowany elektron, ktory chcg sparowac. Wynikiem tego jest ich duza aktywno$¢ chemiczna
do utleniania napotkanych czgsteczek. Wolne rodniki powstajg naturalnie w naszych organizmach
w wyniku przemian metabolicznych, sg takze dostarczane z zywnoscig. W organizmie utleniajg
biatka, lipidy, powoduja takze uszkodzenia i mutacje DNA. W konsekwencji powoduja powstanie
nowotworow 1 chordb sercowo naczyniowych. Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze wolne rodniki
przyspieszajg starzenie si¢ organizmow. Na szczescie, istniejg naturalne mechanizmy zmniejszania
stezenia wolnych rodnikéw. Mozna je wspiera¢ poprzez dostarczanie antyoksydantow z zywno$cig.

Antyoksydanty (przeciwutleniacze) to substancje, ktore obecne w niskich stezeniach
(w poréwnaniu z substancja ulegajaca utlenianiu) znacznie op6zniaja, badz zapobiegaja utlenianiu
[1]. W uktadach biologicznych chronig przed uszkodzeniami oksydacyjnymi i pomagaja zapobiegaé
chorobom sercowo-naczyniowym, neurologicznym i/lub nowotworowym [2]. W zywnosci
przeciwutleniacze budzg zainteresowanie z co najmniej czterech powodow:

— mog3a chroni¢ sktadniki zywnos$ci przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (np. przyprawy bogate

w przeciwutleniacze op6zniaty psucie si¢ zywnosci podczas przechowywania);

— moga by¢ wchlaniane przez organizm 1 mie¢ korzystny na niego efekt (np. witamina C
lub a-tokoferol);

— moga wywiera¢ korzystne dzialanie, nie ulegajac wchianianiu w przewodzie pokarmowym
(np. wywierajac ochronne dziatanie na zotadek przed reaktywnymi formami azotu (powstatymi

w wyniku reakcji azotandw (stosowane do konserwacji migsa) z kwasem zoladkowym)

potencjalnie uszkadzajacymi DNA, chronigc przed rakiem);

— ekstrakty roslinne moga by¢ stosowane jako $rodki terapeutyczne (np. jako $rodki
przeciwzapalne, przeciw niedokrwieniu i przeciwzakrzepowe).

Sugeruje si¢, ze setki zwigzkow pochodzenia naturalnego moga wykazywaé dziatanie

przeciwutleniajace [1]. Sa to zwiazki gldwnie z grupy karotenoidow 1 zwigzkow fenolowych.

1.1. Charakterystyka karotenoidow
Karotenoidy to grupa pigmentow, gltownie pochodzenia roslinnego (ale produkowane sa
rowniez przez niektore organizmy zwierzece), odpowiedzialnych za z6tta, pomaranczowa
1 czerwong barwe¢ owocow 1 warzyw. Wszystkie maja dziatanie przeciwutleniajace, a niektore sa

prekursorami  witaminy A. Ponadto karotenoidy odgrywaja role w komunikacji
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migdzykomorkowej, aktywacji uktadu odporno$ciowego i zapobieganiu chorobom, a tym samym
wplywaja na zdrowie cztowieka.

Karotenoidy sg zwigzkami polienowymi zbudowanymi z 40 atomow wegla. Sktadajg si¢
z o$miu powtarzalnych jednostek izoprenu, z cyklicznymi lub liniowymi strukturami na obu
koncach tancuchow weglowych, co skutkuje wieloma izomerami Cis i trans, przy czym te ostatnie
sg bardziej powszechne w przyrodzie [3]. Zwigzki te sg ciatami stalymi, stabo rozpuszczalnymi
w wodzie, natomiast dobrze rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych m.in. aceton,
heksan, metanol. W zalezno$ci od dlugosci tancucha 1 liczby wigzan podwdjnych temperatura
rozktadu tych zwigzkow jest w zakresie od 170 do 200 °C [4].

Uwzgledniajac posiadanie wlasciwosci prowitaminy A karotenoidy mozna podzieli¢ na takie,
ktére posiadajg te wlasnos¢ (np. a-karoten, B-karoten, B-kryptoksantyna) oraz takie, ktore tej
wlasnos$ci nie posiadajg (likopen, luteina, zeaksantyna, astaksantyna, kantaksantyna, fukoksantyna).
Struktury ww. karotenoidéw przedstawiono na Rysunku 1, natomiast wtasciwosci prozdrowotne

i zrodta w pozywieniu wybranych karotenoidow zestawiono w Tabeli 1.

fukoksantyna

Rysunek 1. Struktury wybranych karotenoidow
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Tabela 1. Wplyw na organizm oraz zrodto w pozywieniu wybranych karotenoidow.

Nazwa ] ) , o
. Wiasciwosci Zrodto w pozywieniu
karotenoidu
a-karoten | Chroni komorki przed nadmiernym rozrostem | Marchew, dynia, brzoskwinia
Najwazniejszy prekursor witaminy A, chroni | Marchew, dynia, czerwona
skore przed szkodliwym dziataniem promieni | papryka,  szpinak,  brokuty,
B-karoten p o . . .
stonecznych oraz neutralizuje wolne rodniki, | stodkie ziemniaki, melon,
opoOznia procesy starzenia si¢ skory pomarancza
Charakteryzuje si¢ najwyzsza zdolnoscig do | Pomidory 1  produkty ich
wychwytywania tlenu singletowego, zmniejsza | przetwarzania (lepiej wchtaniany
likopen | czestotliwos¢ ~ wystgpowania  niektorych | z pomidoréw przetworzonych),
nowotworow, np. przetyku, zotadka, prostaty i | arbuzy, rézowe Iub czerwone
phuc. grejpfruty, guawa, papaja
. ) Szpinak, kapusta, brukselka,
luteina Niezbg¢dna do wzrostu oraz rozwoju narzadu er(I))lilllli g?fsuzseli sllarszeyvja
wzroku ., ..
kapustne, zottka jaja kurzego

1.2. Charakterystyka zwigzkow fenolowych

Zwiazki fenolowe (polifenole) uwazane sg za cenne sktadniki zywnosci ze wzgledu na swoje

dziatanie przeciwutleniajace (antyoksydacyjne). Produkowane sa przez niektore rosliny

w warunkach normalnego wzrostu, ale takze w odpowiedzi na stres, uszkodzenie, infekcje

grzybowg lub promieniowanie ultrafioletowe (UV).

Polifenole to duza grupa zwigzkdéw o bardzo zréznicowanej budowie 1 wlasciwosciach, trudna

do jednoznacznego podzialu. Ich cecha wspo6lng jest obecno$¢ pierScienia aromatycznego, do

ktérego przylaczone sa przynajmniej dwie grupy hydroksylowe. Do ro$linnych zwigzkow

fenolowych nalezag m.in. flawonoidy, kwasy fenolowe, stilbenoidy, lignany i inne. Wystepuja

powszechnie w roslinach, zwlaszcza w lisciach, kwiatach 1 zdrewniatych czes$ciach roslin (fodyga

1 kora), w mniejszym stezeniu w owocach 1 nasionach. Dwie najpowszechniejsze grupy zwigzkoéw

polifenolowych to flawonoidy oraz kwasy fenolowe.
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Kwasy fenolowe sa metabolitami wtérnymi roslin i petnig funkcje ochronne przed dziataniem
owadow oraz mikroorganizméw, przed utlenianiem lipidow zawartych w owocach czy nasionach.
Sa to hydroksylowe pochodne kwasu benzoesowego lub cynamonowego. Roslina w fazie wzrostu
i dojrzewania nasion i owocéw wymaga wigkszej ochrony, stad zawarto$¢ kwaséw fenolowych
w milodych roslinach jest wigksza i zmniejsza si¢ w dojrzatych. Ma to wptyw na wlasciwosci
smakowe produktéw roslinnych, przykladem moze by¢ zanikanie cierpkiego smaku owocow
w miar¢ dojrzewania.

Flawonoidy sa najwi¢ksza i najlepiej dotad poznang grupg zwigzkow fenolowych,
wystepujacych powszechnie w $§wiecie roslin (dzienne spozycie flawonoidow pochodzacych
z warzyw 1 owocOw wynosi $rednio 1-2 g). Wystepuja we wszystkich nadziemnych czesciach
ro$lin, gléwnie w kwiatach, owocach 1 liSciach (wyjatek stanowi cebula, ktéra w czesciach
podziemnych zawiera bardzo duze ilo$ci kwercetyny). Podstawowy szkielet budowy flawonoidow

wywodzi si¢ ze struktury 2-fenylochromanu (flawanu) (Rysunek 2.).

Rysunek 2. Struktura szkieletu weglowego flawonoidow (flawan)

Znanych jest kilka tysiecy roznych flawonoidéw. Taka ilo$¢ 1 réznorodnos¢ zwigzkow
powoduje obecnos$¢ grup hydroksylowych, metoksylowych czy reszt cukrowych. Ze wzgledu na
roznice w budowie dzieli si¢ je na: flawony, flawanony, flawanole, izoflawony, antocyjany
1 chalkony. Flawonoidy s3 substancjami stalymi, najczesciej z6itymi, niebieskimi, czerwonymi
1 fioletowymi (gtownie antocyjanidyny). Rozpuszczaja si¢ dobrze w wodzie 1 alkoholu etylowym,
wigkszo$¢ tez w octanie etylu [5-8].

Struktury wybranych zwigzkéw fenolowych przedstawiono na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Struktury wybranych zwigzkow fenolowych
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1.3. Metoda Folina-Ciocalteu’a (F-C) do oznaczania sumy zwigzkow fenolowych

Istniejg liczne metody analizy ilosciowej zwigzkow polifenolowych, z ktorych wiekszos¢ polega
na ich ekstrakcji z badanego materiatu, oczyszczaniu uzyskanych ekstraktow, a nastepnie analizie
przy uzyciu zaawansowanych technik chromatograficznych (chromatografia gazowa oraz
cieczowa) i spektroskopowych. Sposrod metod prostszych, najbardziej rozpowszechnione jest
spektrofotometryczne oznaczanie sumy zwigzkoéw fenolowych po reakcji z odczynnikiem Folina-
Ciocalteu'a (F-C).

Podstawa oznaczania jest odwracalna reakcja redukcji przez fenole w §rodowisku alkalicznym
molibdenu (V1) do molibdenu (V) zawartego w odczynniku F-C. W wyniku reakcji powstaje
niebieski zwiazek, ktéry wykazuje maksimum absorpcji przy diugosci fali 745 - 750 nm.
Intensywnos$¢ absorpcji przy tej dlugosci fali jest proporcjonalna do stezenia fenoli. Odczynnik
F-C przygotowuje si¢ z mieszaniny wolframianu sodu (Na2WO4), molibdenianu sodu (NazMoO4),
siarczanu litu (Li2SOs), wody bromowej i stezonych kwaséw solnego i fosforowego. Struktura
powstajacego zwigzku nie jest znana. Mechanizm reakcji polega na przenoszeniu elektronu. Do
reakcji potrzebne jest alkaliczne srodowisko (pH ok. 10, ktore otrzymuje si¢ dzigki uzyciu roztworu
weglanu sodu), w ktorym powstaje anion fenolanowy redukujacy molibden. Niebieski barwnik

powstaje w reakcji odczynnika F-C z fenolami niezaleznie od ich struktury [9].

1.4. Oznaczanie wlasciwosci przeciwutleniajgcych

Jedng z najpopularniejszych i prostych technik oznaczania aktywnos$ci przeciwutleniajacych jest
wykorzystanie rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH), ktory jest stosunkowo trwaty
1 mozna do przechowywa¢ w formie proszku (Rysunek 4). Jego alkoholowy roztwor ma barwe
fioletowa. Zasada pomiaru opiera si¢ na zasadzie, ze DPPH reaguje z przeciwutleniaczami, a jego
procentowy ubytek, badany spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 517 nm, jest wyznacznikiem

aktywnosci rodnikowej produktu spozywczego, surowca lub ptynu biologicznego [10].

NO, B NO,
/ :
//_\\ [i] N O,N —— Il\l'—— N
N N

02N N\ /
NO, NO,

Rysunek 4. Struktura DPPH w postaci wolnego rodnika (4) oraz w formie zredukowanej (B)
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2. Czes¢ eksperymentalna

2.1. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawarto$ci karotenoidow i zwigzkow fenolowych oraz okreslenie

wlasciwosci przeciwutleniajacych w ekstraktach roslinnych.

2.2. Odczynniki, akcesoria laboratoryjne i aparatura
a) Odczynniki

— Aceton, cz.d.a. — 100 ml

— Metanol cz.d.a. — 100 ml

— Heksan cz.d.a. — 100 ml

— Roztwér DPPH w metanolu o stezeniu 0,1 mg/ml — 50 ml
— odczynnik Folina-Ciolcateu (F-C)

— Nasycony weglan sodu — 100 ml

— Roztwoér kwasu galusowego metanolu o stezeniu 2 mg/ml

b) Akcesoria laboratoryjne

— Tarka z drobnymi oczkami

— Deska i n6z

— Zlewki 250 ml — 2 szt.

— Kolby stozkowe 250 ml — 2 szt.

— Kolby miarowe 100 ml — 4 szt.

— Kolba miarowa 10 ml — 10 szt.

— Kolba okraglodenna 50 ml — 4 szt.

— Butelka zakrecana o objetosci 250 ml - 1 szt.
— Cylinder 25 ml — 1 szt.

— Pipeta szklana 5 ml — 5 szt.

— Pipeta szklana 1 ml — 8 szt.

— Pipeta szklana 2 ml — 1 szt.

— Lejek duzy — 2 szt.

— Szkietka zegarkowe ($rednica ok. 10 cm) — 2 szt.

— Bagietki szklane — 2 szt.
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— Saczki migkkie (Srednica 15 cm) — 2 szt.
— Tuby wiréwkowe (duze) z korkami — 4 szt.
— Kuweta kwarcowa

— Szpatutka — 1 szt.

— Bursztynowe buteleczki 4ml z korkami — 22 szt.

¢) Aparatura

— Vortex

— Wiréwka

— Wyparka rotacyjna

— Spektrofotometr UV-Vis
— Bloczek grzejny

2.3. Materiat badawczy

Do badan nalezy wykorzysta¢ koncentrat pomidorowy, sok pomidorowy, sok marchwiowy, §wieza

marchew, herbate zielong i herbate migtowa

2.4. Wykonanie oznaczenia

2.4.1. Ekstrakcja

a) Herbaty

Do szklanych zlewek o pojemnosci 250 ml przenies¢ po 0,1 g odwazonego suszu roslinnego. Zala¢
kazda z nawazek dokladnie 100 ml wrzacej wody dejonizowanej. Zlewki przykry¢ szkietkami
zegarkowymi 1 odczeka¢ 10 minut, mieszajagc w tym czasie napary 2-3 razy za pomocg bagietek
szklanych. Nastgpnie napary zdekantowac lub przesaczy¢ (w zalezno$ci od przejrzystosci naparu

oraz obecnosci czastek statych) do kolb stozkowych o pojemnosci 250 ml.

b) Produkty z marchwi i pomidorow

Do tub wiréwkowych przenie$¢ po 1 g produktow (Swieza marchew uprzednio zetrze¢ na
drobnych oczkach na gtadka mase). Do kazdej probki doda¢ po 15 ml mieszaniny aceton:metanol
(1 : 1; v/v), zatka¢ korkiem 1 intensywnie wytrzasa¢ przez 1 minute, wykorzystujac do tego celu

wytrzasarke typu Vortex. Nastepnie kazdg probke otworzy¢, aby uwolni¢ pary acetonu, ponownie



Katedra Anal " z ; =
Srodowska’ | Analiza Zywnosci

Jl 5. Antyoksydanty w produktach spozywczych

zamkna¢ korkiem i odwirowa¢ (10 minut, 4000 rpm). Po odwirowaniu, ciecze znad osadu przenies¢
do osobnych kolb miarowych o objetosci 100 ml, a do pozostatych w tubie osadéw dodac kolejne
10 ml mieszaniny aceton:metanol (1 : 1; v/v) 1 powtdrzy¢ wytrzasanie oraz odwirowywanie tak jak
opisano wyzej. Ciecze znad osadu zebraé, przenies¢ do odpowiednich kolb miarowych, w ktorych
znajduja sie pierwsze porcje ekstraktéw (nie mieszaé ekstraktéw pochodzacych z réznych

probek zywnosci) i rozcienczy¢ do kreski metanolem.

2.4.2. Oznaczenie zawartosci sumy karotenoidow metodq spektrofotometryczng

Pobra¢ 5 ml ekstraktu i odparowac do sucha stosujac wyparke rotacyjng (temperatura tazni 45 °C).
Sucha pozostato§¢ rozpusci¢ w 5 ml heksanu, przenie$¢ do kuwety kwarcowej 1 wykona¢ analizy

z wykorzystaniem spektrofotometru UV-Vis przy dlugosci fali réwnej 470 nm.

2.4.3. Oznaczenie zawartosci zwigzkow fenolowych

a) Przygotowanie roztworéw do krzywej kalibracyjnej

Przygotowa¢ 10 ml roztworu kwasu galusowego w metanolu o stezeniu 2 mg/ml (roztwor
podstawowy). Z roztworu podstawowego przygotowac po 10 ml roztwordw roboczych na o$miu
poziomach stezen: 0,0025 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml,
0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml.

b) Oznaczenie wlasciwe

Przygotowac 15 bursztynowych butelek zakrecanych o pojemnosci 4 ml. Nastgpnie:
— do o$miu z nich doda¢ po 50 pl roztwordw roboczych do krzywej kalibracyjnej (kazde
stezenie osobno)
— do szesciu kolejnych doda¢ po 50 pl ekstraktow uzyskanych w punkcie 2.4.1 a1 b (kazdy
ekstrakt osobno)

— do ostatniej doda¢ 50 pl metanolu (proba Slepa).

Nastepnie do kazdej probki doda¢ po 2 ml wody, 200 ul odczynnika Folina-Ciolcateu (F-C)
1 odstawi¢ na 3 minuty. Po tym czasie do kazdej probki doda¢ 500 pl nasyconego weglanu sodu
1 ogrzewa¢ w termostacie, w temperaturze 40 °C, przez 30 minut. Na koniec dla kazdej probki

wykonac¢ analizy za pomocg spektrofotometru UV-Vis przy dtugosci fali rownej 765 nm.

10
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2.4.4. Oznaczanie wlasciwosci przeciwutleniajgcych

a) Oznaczenie wlasciwe:

Przygotowac 7 bursztynowych butelek zakrecanych o pojemnosci 4 ml. Nastepnie:
— Szesciu z nich doda¢ po 0,5 ml kazdego z ekstraktéw (kazdy ekstrakt osobno);

— Do ostatniej doda¢ 0,5 ml metanolu (odno$nik, probka w ktoérej nie zachodzi inhibicja

rodnika DPPH).

Nastepnie do kazdej doda¢ po 1,5 ml metanolu oraz 0,5 ml roztworu DPPH. Prébki pozostawi¢ na
30 minut. Po tym czasie wykona¢ pomiary absorbancji za pomocg spektrofotometru UV-Vis przy

dhugosci fali 517 nm.

2.5. Opracowanie wynikow

a) Obliczanie zawartosci sumy karotenoidow w probkach zywnosci.

— Zawartos$¢ sumy karotenoidow obliczy¢ z wykorzystaniem ponizszego wzoru:

C = (1)

gdzie:
C - stgzenie karotenoidow [mg/1]
A — absorbancja ekstraktu w heksanie

A1 — molowy wspodtczynnik absorpcji (3450)

— Wynik przedstawi¢ w mg karotenoidéw na 100 g produktu.

b) Wyznaczanie zawartosci polifenoli w produktach Zywnosciowych

— Na podstawie wynikow uzyskanych podczas analizy roztworéw roboczych kwasu
galusowego wykresli¢ wykres zalezno$ci absorbancji od stgzenia kwasu w roztworze
(wyznaczy¢ wspdtczynnik determinacji (R?) oraz rownanie prostej);

— Z rdwnania prostej obliczy¢ zawarto$¢ zwigzkdéw fenolowych w ekstraktach;

— Obliczy¢ zawarto$¢ polifenoli w produktach Zzywnos$ciowych, wynik wyrazi¢ w mg/100 g.

11
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¢) Oznaczanie wlasciwosci przeciwutleniajgcych produktow Zywnosciowych

— Wiasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow obliczy¢ zgodnie ze wzorem:

%l = (%) £100% @)

gdzie:
%I — procent inhibicji rodnika DPPH
A, — absorbancja odnosnika

Ax — absorbancja badanej probki
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4. Informacje dodatkowe

Zakres informacji, ktore student powinien umie¢, aby moc uczestniczy¢ w zajeciach:
— Definicja 1 aktywnos¢ biologiczna antyoksydantow;
— Definicja, budowa, wlasciwosci fizykochemiczne, wystgpowanie i aktywno$¢ biologiczna
zwigzkow fenolowych 1 karotenoidow;
— Metody oznaczania antyoksydantow;
— Wiasciwosci przeciwutleniajace sktadnikoéw zywnos$ci, metody wyznaczania;
— Rodnik DPPH;
— Ekstrakcja;
— Metoda krzywej kalibracyjnej;
— Spektrofotometria UV/Vis.

Przydatna literatura:

— Literatura spisana w Rozdziale 3.
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