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Celeméwiczenia jest zapoznanie giz metodami:

- izolacji zwigzkow wraliwych na dziatanie temperatury, tlenu i promienaoia UV, jakimi g
polifenole;

- 0znaczania catkowitej zawasth zwigzkdw fenolowych w surowcach i produktachilnonych
metodami spektroskopowymi.

Wykonanie ¢wiczenia polega na ekstrakcji rozpuszczalnikowegg@magane] ultramvickami)
zwigzkow fenolowych z nagpujacych surowcow rdinnych:

- Swieza czerwona kapusta,

- Swieza czerwona cebula,

- zielona (lub czarna) herbata.

W otrzymanych ekstraktach najeoznaczy sumaryczna zawarté¢ zwigzkow fenolowych metogd
spektroskopow z odczynnikiem Folina-Ciocalteu'a (F-C). Wynik azmé ilosciowych naley
przedstawd w przeliczeniu na zawagé kwasu galusowego na masurowca (mg/g). W tym celu
nalery przeprowad#i reakcg kwasu galusowego (roztwory kalibracyjne @mgch stzeniach)
z odczynnikiem F-C i wykortakrzywg kalibracyjra. Krzywa kalibracyjry dla kwasu galusowego
oraz pomiary absorbancji probek studenci wykemugpolnie. Kady student wykonuje ekstrakcj

jednego surowca.

1. Surowce rd@linne zawierajace zwanzki fenolowe

1.1. Ziarniaki zbéz i ich przetwory

Jednym zezrdédet kwasow fenolowychasziarniaki zba. Dla przyktadu, w ziarnieggzmienia jest
0k.0,5 g/kg kwasu ferulowego, ok. 100 mg/kg kwasaniinowego, ok. 30 mg/kg kwasu p-
kumarowego i ok. 20 mg/kg kwasu kawowego.zée w zawartéci kwasow fenolowych w
ziarnie spowodowanegg £zynnikami genetycznymi (gatunek, odmiandjadowiskowymi (rodzaj
uprawy, rok, zbioru, lokalizacja uprawy). ¥szc¢ z nich znajduje siw wewretrznej warstwie
ziarna. Podczas produkcjighi, kasz i innych przetwordéw zewtizna warstwa ziarna jest usuwana,
co zubaa produkt kdcowy w cenne sktadniki antyoksydacyjne. Poza tyatdgzas przetwarzania
surowcow rélinnych maze dochodz do zmniejszenia zawada kwasow fenolowych, zmiany ich
aktywndaci biologicznej i biodosfpnasci.

1.2. Owoce jagodowe

W winogronach wystepuija trzy grupy flawonoidéw (czerwone antocyjaniny wtanole, flawan-3-
ole), oligomeryczne proantocyjanidyny i polimeryezekondensowane taniny, kwasy fenolowe
(galusowy, hydroksycynamonowy, hydroksybenzoesawst)lbenoidy. Stilbenoidow w wino#ti

jest mniej nk innych zwizkéw fenolowych jak np. flawonoidow. Stilbenoidy kryto zaréwno w
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jadalnych jak i niejadalnych egciach ralin. W duzych ilosciach, gtéwnie w postaci glukozydu,
wystepuja w skorce owocow, w mniejszych w nasionach i todyd#/ swiezej rcslinie wystpuje
tylko forma trans.

W owocach borowki, czarnej jagody, czarnej porzeczki innych ciemnych owocach, jakisnie,
truskawki, bez czarny znajduj sie gtdbwnie antocyjany, poza tym stilbenoidy i innéifgmole.
Antocyjany wysgpuja w postaci O-glikozydéw z wraniem w pozycji C-3. Na eg cukrowy
sktadaj si¢ przede wszystkim @sateczki glukozy, rzadziej ramnozy. Aglikon nazywajest
antocyjanidyn. Barwa antocyjanidyn zatg od pH i obecngci metali, z ktorymi tworz barwne
kompleksy. Najbardziej rozpowszechnione to pelaidyra (czerwona), cyjanidyna (niebieska) i
delfinidyna. Barwniki antocyjaninowe wykorzystujés slo barwieniazywnaosci, np. ekstrakt ze
skorki ciemnych winogron (E 163(i)), ekstrakt z oeg porzeczki (E 163(iii)).

1.3. Warzywa

Podobnie jak ciemne owocejemne warzywa,takie jak czerwona kapusta, czerwona cebula,
czarna fasola, bakian g rowniez dobrymzrodiem antocyjandw, stilbenoidoéw i innych zakow
fenolowych. Zwgzki fenolowe we wszystkich warzywach wgstija w naziemnych cgciach
roslin, jedynym wyptkiem jest cebula, ktéra w e&i podziemnej zawiera da ilosci polifenoli,
gtéwnie kwercetyny.

1.4. Herbata

Swieze liscie herbaty zawierajnawet do 25-35 % zwikéw fenolowych w przeliczeniu na such
mag. S to gtéwnie flawanole (80%), proantocyjanidyny, leyaenolowe, flawonole i flawony.
Podczas fermentacji flawanole sitleniane enzymatycznie twaz zwigzki odpowiedzialne za
kolor i smak czarnej herbaty. Zielona herbata zavieawiera 17,5 % zwikow polifenolowych
natomiast czarna — 14,4 %. Gtownymi skladnikamkdjiapolifenolowej w herbacie zieloneps
katechiny.

2. Wykonanie éwiczenia

2.1. Ekstrakcja

W czasie ekstrakcji i innych etapow izolacji patitdi nalezy chront probke przed dziataniem
Swiatta i tlenu. Naczynia naty ostani& folig aluminiows, jesli to mozliwe, czynngci wykonywa
bez dosfpu swiatta. Ekstrakegj i hydrolize wykonywa& w atmosferze gazu olgnego, np. azotu.
Przechowywa ekstrakty w ciemnii, najlepiej w temperaturze -20°C.

Ekstrakcja czerwonej kapusty i czerwonej cebuli

Okoto 100 mg rozdrobnionej (posiekanej lub rozgiueej) czerwonej cebuli (kapusty) odiyé z
doktadndcig do 0,5 mg w naczynku zajganym, doda 1 ml roztworu 1% kwasu octowego w

metanolu, uswt powietrze z naczynka azotem i zamknZawim¢ naczynko folh aluminiowg i
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wstawi do tazni lodowo-wodnej. Cal@ umiesci¢ w tazni ultradzwickowej i ekstrahowa przez
3 min. Po 3 min sprawdgi czy w ta&ni znajduje si 16d, jeli brak, uzupeint i ekstrahowa
nastpne 3 min. Probkz ekstraktem pozostaévidlo dekantacji w ciemroi. Ekstrakty z badanych
surowcow po zdekantowaniu naglgje do oznaczania fenoli.

Ekstrakcja zielonej (czarnej) herbaty

W celu sporzdzenia naparu prébkherbaty naley zala& odpowiedmni iloscig wody o temperaturze
70°C (100°C) i pozostawipod przykryciem bez mieszania (proporcja 50 ml ywod 0,5 g
herbaty). Po 10 min parzenia nafezdekantow& napar i pozostawi do schiodzenia do
temperatury pokojowej. Po wykonaniu wstych oznaczeewentualnie odpowiednio rozéiezy¢
roztwor do oznaczenia fenoli metpH-C.

2.2. Oznaczanie catkowitej zawartéci fenoli metody Folina-Ciocalteu'a (F-C)

Nalezy tak zaplanow& prag w laboratorium, aby w miar mazliwosci, jednoczénie
przeprowadz reakcg z odczynnikiem F-C dla roztworow wzorca kwasu galmego oraz dla
badanych ekstraktow a ngshie serg pomiaréw spektrofotometrycznych UV-Vis.

2.2.1. Wykonanie krzywej kalibracyjnej dla roztworu wzorca - kwasu galusowego

a) Przygotowéaroztwory kwasu galusowego o ngstjagcych stzeniach:

0 mg/ml 0,1 mg/ml 0,2 mg/ml 0,3 mg/ml 0,4 mg/ml ne/ml

W tym celu do kolby miarowej (o poj. 5 ml) pobradpowiedni objetos¢ roztworu wzorcowego
kwasu galusowego stzeniu ¢ = 5 mg/ml a naginie uzupetid wodg destylowan do kreski i
wymieszé.

b) Do kolb miarowych (o poj. 10 ml) polirgpo 0,1 ml z kadego roztworu kalibracyjnego, 6 ml
wody destylowanej oraz 0,5 ml odczynnika Folinagaiteu'a, dobrze wymiesza pozostawt
doktadnie na 3 minuty (minimum 0,5 min do maksyn&l®,0 min). Nasipnie doda po 1,5 mL
nasyconego roztworugglanu sodu, uzupekiwody destylowan do kreski i wymiesza Wstawt
do termostatu ustawionego na 40°C na 30 min (dskaxya trwatego, charakterystycznego,
niebieskiego koloru). ZmierzZyabsorbanegj przy 765 i 735 nm wobeélepej proby (0 mg/ml
roztworu kwasu galusowego).

Wykresli¢ krzywa kalibracyjry A = f(stezenie kwasu galusowego [mg/ml])

2.2.2. Pomiar absorbancji badanych ekstraktow

Do kolb miarowych (o poj. 10 ml) pohkrgo 0,1 ml z roztworu kKalego badanego ekstraktu, 6 mi
wody destylowanej oraz 0,5 ml odczynnika Folinagalteu'a, dobrze wymieszapozostawt na 3
minuty (minimum 0,5 min do maksymalnie 8,0 min).sig¢pnie doda po 1,5 mL nasyconego
roztworu weglanu sodu, uzupelfiiwody destylowan do kreski i wymiesza Wstawt do
termostatu ustawionego na 40°C na 30 min (do umakarwatego, charakterystycznego,
niebieskiego koloru). Zmierzyabsorbanejprzy 765 i 735 nm.



Odczyta¢ z krzywej kalibracyjnej stezenie kwasu galusowego odpowiadgge absorbanciji
badanej probki i obliczyé¢ catkowita zawartosé polifenoli w mg/g prébki w przeliczeniu na
kwas galusowy.

3. Sprawozdanie

Sprawozdanie z wykonanegwiczenia powinno obejmowa

- 0,5 stronicowy wsip teoretyczny obejmggy zagadnienia wyszczegolnione w wymaganiach,

- schemat wykonaniéviczenia,

- uzyskane wyniki,

- poréwnanie oznaczonych §ld polifenoli w badanych surowcach z danymi opudilanymi, np.
w internecie, i dyskusjna temat madiwosci przeciwutleniajcych badanych probek.

4. Zakres materiatu do zapoznania iprzed wykonanieméwiczenia

1. Przyczyny stresu oksydacyjnego w komoérce i zeggamie autooksydacii.

2. Naturalne przeciwutleniacze w produktach i swaeh rélinnych.

3. Metody izolacji polifenoli z surowcow §linnych (Metody ekstrakcyjne)

4. Spektroskopowe metody oznaczaniagzkdw fenolowych (Spektrofotometria UV/Vis).

5. Oznaczanie ikziowe metod krzywej kalibracyjnej (Metody analizy ifgiowej).

Odczynniki

1. Nasycony roztwor gglanu sodu NgO; przygotowany w nagpujacy sposob: 50 g NEOs
rozpusci¢ w 200 ml wody i podgrzado wrzenia. Po wystudzeniu dadelka krysztatkow wglanu
sodu i po 24 godz. przgszy¢ do kolby miarowej i uzupetdiwodg do 250 ml.

2. Odczynnik Folina-Ciocalteu'arzechowywaw lodéwce w ciemnym naczyhiu

3. Roztwor wzorcowy kwasu galusowego ¢ = 5 mg/miygotowany poprzez rozpuszczenie 25 mg
kwasu galusowego w kolbie miarowej (V = 5 mL) w ) etanolu i uzupetnienie wad
destylowan do kreski.

4. Roztwor 1% kwasu octowego w metanolu (V = 100 mL

5. Woda destylowana.

Szkio i spret laboratoryjny

Ekstrakcja

2 naczynka zakcane o pojemni 4 ml, madzierz porcelanowy, topatka dentystyczna, pipeta
miarowa 1 ml, folia aluminiowa, 4 zlewki (V = 100)npokrywka pasujca do zlewki, termostat.
Oznaczanie fenoli

6 kolbek miarowych o pojemsioi 5 ml, 9 kolbek miarowych o pojemém 10 ml, pipety miarowe

0 pojemndci: 1 ml (3 szt.), 2 ml, 5 ml, 10 ml, pipeta autdytana eppendorf (10al = 0,1 mL)

wraz z pasucymi kohcowkami.



