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I. WOLNE RODNIKI W KOMORCE

Gdy odkryto w zdrowych organizmach wolne rodniknbwe, ktére powodgjuszkodzenia
komoérek, zwtaszczayfira i mitochondridw, okazato ize tlen, pierwiastek niezdny dozycia,
moze by toksyczny. Wolne rodnikigsto atomy lub cgsteczki majce na ostatniej powioce
(orbitalu walencyjnym) niesparowany elektron, coaspa, ze $ niestabilne i bardzo reaktywne,
zdolne do reakcji z eanorodnymi sktadnikami komaorki.

Najwazniejszymi reaktywnymi formami tlenuas tlen casteczkowy (stabo reaktywny,
zwickszajcy swa reaktywngéé pod wplywem jonéw:zelaza i miedzi); tlen singletowy'@y);
anionorodnik ponadtlenkowy ¢, powstagcy w wyniku przeniesienia elektronu na tlen
czgsteczkowy; nadtlenek wodoru 48,), powstagcy w wyniku redukcji tlenu cgsteczkowego;
rodnik hydroksylowy (HO); tlenek azotu (NQ; anion kwasu nadtlenoazotawego (OND@dniki
alkoksylowe (RQ ROO).

Wolne rodniki sg istotnymi czynnikami procesu starzenia oraz wielthoréb
ogolnoustrojowych. Nieodpowiednia dieta, nie§eiave przyradzanie i przechowywanigywnosci,
zanieczyszczenigodowiska to powody dostarczania organizmowi wkdanobiotykéw i wolnych
rodnikow.

[I. NATURALNE ANTYOKSYDANTY POLIFENOLOWE

[I.1. Whasciwosci antyoksydacyjne zwizkow fenolowych

Antyoksydacyjne wigciwosci posiadaj zwigzki zawierajce grug -OH, ktora redukuje
wolne rodniki. Zwgzki fenolowe (grupa hydroksylowa zyziana z pieftieniem aromatycznym o
wiasciwosciach  kwasowych) wykazgj szczegllne wikxiwosci antyoksydacyjne: tatwo
wychwytujg rodnik a powstaty wolny rodnik fenolowy jest ndetystabilny (delokalizacja rodnika
na skutek rezonansugg nie jest w stanie oderdvatomu wodoru z ¢steczki kwasu ttuszczowego.

CsHs-OH + R— CgHsO + RH

Polifenole g zwigzkami organicznymi zawierggymi przynajmniej dwie grupy hydroksylowe
przylaczone do pigcienia aromatycznegoarup zwigzkoéw o bardzo zrinicowanej budowie i
wiasciwosciach.

Dziatanie przeciwutleniage zwipzkéw fenolowych zachodzi wg #0orodnych
mechanizméw:
- mogy oddawa elektron lub atom wodoru (wt. redulgag),
- mog stabilizow# i delokalizow& niesparowany elektron,
- mogy chelatowad jony metali enzyméw katalizagych reakcje utleniania,
- mog by¢ inhibitorem oksydaz,
- mog by¢ terminatorem przerywagym taacuchowe reakcje rodnikowe,
- mog by¢ stabilizatorem wolnych rodnikéw, powstaeych w reakcjach oksydacyjnych.

I1.2. Wha sciwosci biologiczne naturalnych zwizkow fenolowych.

Dziatanie zwizkow fenolowych sprawiaze petng one funkcje biologiczne i magj
pozytywny wptyw na ludzkie zdrowie. ¥6d wiaciwosci leczniczych poszczegolnych polifenoli
wymienia s¢ kilka gtéwnych, ktére zostaty udowodnione wengch badaniach na zwiettach i w
badaniach statystycznych:

» Ochrona organizmu przed kancerogenami, mutagenaharobami nowotworowymi, udziat
w leczeniu rakaPolifenole powoduy blokowanie kancerogenow, np. 4-nitrochinolino-1-
tlenkow, innych trujcych zwihzkdéw azotowych, spgywanych z vdzonymi i peklowanymi
produktami mgsnymi. Hamuj tworzenie s mutagennych zwekow, hamuj ekspresj
enzymow, ktére metabolizajeglowodory aromatyczne do genotoksycznych metabwlito
Hamup proces neowaskularyzacji, przez ofemie aktywnéci enzyméw bicgcych w niej
udziat oraz hamygjpowstawanie nacaykrwionaosnych rosgcego nowotworu, zapobiegaj
w ten sposaéb jego rozrostowi i przerzutom.



» Zapobieganie schorzeniom uktadu sercowo-naczynioywegtym hamowanie aterogenezy -
procesu prowadrzego do miadzycy. Polifenole powodygj hamowanie utleniania
cholesterolu LDL i odktadania ¢i produktow jego utleniania ¢iw naczyniach
krwionosnych (co utrudnia utratcennych witamin), hamowanie utleniania lipidéw rbto
komorkowych. Redukygjperoksydagj lipidow ptytkowych lipoprotein, przez zapobieganie
utlenianiu wielonienasyconych kwasow tluszczowyohodulup metabolizm lipidéw i
lipoprotein, uszczelnigjnaczynia krwionéne, przez co bigrudziat w kontroli spéjngci
naczyr wtosowatych i zapobiegajopuchliznom, wybroczynom i krwawieniom, pomagaj
w leczeniu miadzycy, rozlwniaja migsnie gtadkie naczy krwionosnych i poprawigg
przeptyw krwi w naczyniach wigowych oraz obmgja cisnienie krwi, hamuj agregagj
ptytek krwi.

e Zapobieganie i leczenie infekcji, alergii i chondtzewodu pokarmowego. Polifenole dziataj
zOkciopednie, moczogdnie, przeciwwrzodowo, ochronnie nagtvobe, antybakteryjnie, (
szczegolnie przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, g&kokzystywane jest w zwalczaniu
réznych postaci dermatoz, jakwierzb, martwica tkanek, rakyiziatap przeciwwirusowo,
przeciwgrzybiczo, wykazgj dziatanie przeciwalergiczne i przeciwzapalne (pepr
przyspieszenie powstawania tzw. mediatoréw procesapalnych).

- Pobudzanie wydzielania estrogendéw w organizmieegbi

11.3. Wystepowanie naturalnych polifenoli

Naturalne antyoksydanty polifenolowe to zgki o raznej strukturze i wigciwosciach.
Produkowanegprzez niektore diny w odpowiedzi na stres, uszkodzenie, infekgjzybows lub
promieniowanie ultrafioletowe(UV). Na te zyzki, w technologiizywnosci, zwraca sj w ostatnich
latach szczegoinuwag:.

Polifenole § zwigzkami organicznymi powszechnie wgstijacymi w postaci glikozydow
rozpuszczalnych w wodzie, @ki temu zapobieganie autooksydacjizaa@achodzi w srodowisku
wodnym, jakim g naturalne ukiady biologiczne (np. btona komérkawRglifenole to dia grupa
zwigzkéw o bardzo zrénicowanej budowie itasciwosciach trudna do jednoznacznego podziatu.
Do raslinnych zwigzkéw fenolowych naley: flawonoidy, taniny (skondensowane i tatwo
hydrolizujgce), kwasy fenolowe stilbenoidy, lignany, ligniny i inne. Wys¢puja powszechnie w
roslinach, zwtaszcza wdciach, tkankach kwiatowych i zdrewniatycheéziach , jak todygi i kora,
W mniejszym sfzeniu w owocach, nasionach i innych.

I1.4. Flawonoidy

Flawonoidy § najwickszz i najlepiej dodd poznag grupm zwigzkow fenolowych,
wystepujacych powszechnie wwiecie ralin wiec i w zywnaosci (dzienne spoycie flawonoidow
w postaci warzyw, owocoéw wynosi 1-2 g). Wystlja we wszystkich nadziemnych gziach
roslin, gtownie w kwiatach, owocach iskiach (wyptek stanowi cebula, ktora w gzxiach
podziemnych zawiera bardzo muilosci kwercetyny) a ich nazwy wywodzsie od koloréw.
Podstawowy szkielet budowy flawonoiddéw wywodzi se struktury 2-fenylochromanu (flawanu).
Jest to casteczka zbudowana z dwéch p@eni aromatycznych (A i B) patzonych
heterocyklicznym pigcieniem (C) zawiergcym atom tlenu. Na rys. 1 przedstawiono bugow
szkieletu veglowego flawonoidow.
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Rys. 1. Budowa szkieletugglowego flawonoidow - struktura flawanu.

Piercien piranowy C wysipuje z rGnym stopniem utlenienia, a jego budowa decydujedrale
na podklasy zwzkow flawonoidowych. Znanych jest kilka tgsy réznych flawonoidéw. Tak
ilos¢ i roznorodnd¢é zwigzkdbw powoduje obecsd grup hydroksylowych, metoksylowyh
czycukrowych. Cukry mag by¢ polgczone wjzaniem O- (cgiciej) lub C-glikozydowym,
przewanie % to glukoza, galaktoza, ramnoza, ksyloza, arabinokaas glukuronowy.
We flawonach i izoflawonach wzanie glikozydowe csto wystpuje w pozycji C7,
we flawonolach w pozycji C-3 i C-7 i w antocyjanithch w pozycji C-3 i C-5. Raorodnd¢
wynika rowniez z mazliwosci tworzenia struktur polimerycznych. Flawonoidy substancjami
statymi, rzadko bezbarwnymi, naggziej zoktymi (gtébwnie flawony i chalkony), niebieskimi,
czerwonymi i fioletowymi (gtéwnie antocyjanidynyNadap rowniez smak rélinom i produktom,
w ktérych wystpuja, np. narynginina nadaje smak goryczy grejpfrutkapsaicyna - ostéo chili.
Rozpuszczaj sie dobrze w wodzie i alkoholu etylowym, glisza¢ tez w octanie etylu. Aglikony
nie rozpuszczajsic w wodzie.

Za surowce flawonoidow uznajecsie, w ktorych flawonoidy g gtobwnymi substancjami
czynnymi. § to najczsciej ziela, lkcie i kwiaty, np. koszyczek rumiankugsdi brzozy, kwiat
czarnego bzu, ziele skrzypu, ziele dziurawca, ziftdka trojbarwnego, kwiatostan gtogu,
kwiatostan lipy i inne. Badania wskazujge niektore flawonoidy gsznacznie skuteczniejsze jako
ekstrakty flawonoidowe z &tin niz jako pojedyncze substancje. Na przyswajaritawonoidow
maj tez wptyw inne sktadniki pgywienia. Flawonoidy spigywane z pokarmem ulegajesorpcji
I przemianom metabolicznym z udzialem flory bakpeey jelit. Przede wszystkim uleggj
deglikolizacji nawet przed wchioggiem. Metabolizm polega na pragkeniu do grup
hydroksylowych reszt siarczanowych lub kwasu glokomwego. Zniesienie lub zachowanie
aktywndaci biologicznej metabolitow zaty od sposobu podstawienia tych grup.

Flawony
Szkielet budowy flawonoéw przedstawiono na rys. 2.

flawon

Rys.2. Szkielet budowy flawonow;R R; = H; R, = OH - Apigenina
R, = R, = OH; R = H - Luteolina
R; = OH; R = OCH;; Rz = H - Diosmetyna.



Flawony wysgpuja w czsciach naziemnych étin, gtownie w lisciach i skérkach owocéw.
Gtowne zrodta flawonow to pietruszka i seler oraz zielorexbiata, cytrusy, winogrona, jabika,
pomidory, czerwona papryka i in.. Flawony odpowialie g za z0ltg barwe roslin. Flawony
podobnie jak flawonole wygbuja jako aglikony w glukozydach. Zidentyfikowano wskaach ok.
100 r&nych flawonow.

Flawonole
Podstawowy szkielet budowy flawonoli przedstawioaorys. 3.
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Rys. 3. Struktura flawonolu i jego pochodnych./RR; = H; R, = OH - Kemferol
R = R, = OH; Rs = H - Kwercetyna

Zrodia flawonoli to brokuty, endywia, satata, cehut@midory, jabtka, grejpfruty, jagody,
herbata. Podobnie jak flawony wygstija gtdownie w czsciach naziemnych &in i w przede
wszystkim jako glikozydy.

Najbardziej rozpowszechnionym flawonolem jest kwe¢yna. Wysfpuje w stanie wolnym
ale najczsciej w postaci glikozydow. Jej dziatanie leczniczmlega na zmniejszaniu
przepuszczalngi naczyi krwionasnych, regulowaniu stenia lipidow w surowicy Kkrwi
i przeciwdziataniu oksydacji. Jest tzw. "wymiatagzevolnych rodnikow" i z witamig C jest
stosowana w geriatrii. Najpowszechniejszym glikaayd kwercetyny jest rutyna (zwanazte
rutozydem lub witamig P). Rutyna hamuje przepuszczaihoaczy krwionasnych, poprawia ich
elastyczné¢. Stosowana jest razem z witamil® (Rutinoscorbin), ktorej przedta dziatanie
poprzez hamowanie aktywém oksydazy kwasu askorbinowego. Wymije powszechnie w
owocach i warzywach oraz w surowcach leczniczyak,zjelu fiotka trojbarwnego i kwiatach bzu
czarnego.

Kemferol wystpuje w postaci glikozydéw, ma dziatanie antyoksygae i stabe
spazmolityczne. Wyspuje w wielu owocach i warzywach oraz w takich swach jak l§cie
herbaty i kwiaty tarniny.

Izoflawony

Bogatym zrodiem izoflawonéw jest soja (do kilkaset mg na ¢QOprodukty sojowe i
warzywa stgczkowe. Izoflawony z soi zastugujna uwag ze wzgédu na wihdciwosci
antymutagenne, antyproliferacyjne i antyrakowe, gpdym zapobiegaj i tagodz objawy
menopauzalne. Genisteina stosowana jest w chemitezwtaszcza w przypadkach nowotworéw
narzdoéw wydzielniczych, nerki, prostaty, jajnika. Geriga blokuje enzymy topoizomerazy,
odpowiedzialne za zachowanie pgitku w jadrze komérkowym (napgenia helisy) co powoduje
szybkie zabicie komorki. Budowa izoflawondéw przesgbna jest na rys. 4.



izoflawon OH

Rys. 4. Budowa izoflawonu i jego pochodnych, R =dhidzeina; R = OH - genisteina.

Flawanony

Flawanony to flawonoidy cytrusow. Przedstawicidlds) grupy zwiazkédw s hesperetyna
i jej glikozydy (np. hesperydyna), znajdag s¢ w duzych ilosciach w cytrynach, pomatezach
i migcie pieprzowej oraz naryngenina i jej glikozydyoiddj duwo zawierag grejpfruty. Flawanony
poprawiajj elastyczné& naczyx wilosowatych i zwjkszap szczelné¢ srdédbtonka nacazy
krwionosnych. Hesperydyna razem z diosgimvchodz w skiad leku o nazwie Detralex.
Sg doniesienia o dziataniu przeciwwirusowym hespenydy Oprocz korzystnego dziatania
flawanondw, zauw#ono, ze narynginina jest odpowiedzialna za flpdzenie wchianiania lekow
podawanych razem z sokiem grejpfrutowym. Bugddawanonow przedstawiono na rys.5.

Ry
R
HO o
Rys. 5. Budowa flawonoidéw z grupy flawanondw. 1 RH; R, = OH - Naryngenina

R, = OH; R = OCH; - Hesperetyna
Flawanole
Szkielet budowy flawanoli oraz wzor chemiczny kaieg przedstawiono na rys. 6.
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Rys. 6. Budowa szkieletu flawan-3-oli; R R, = OH - (+)-katechina.

Flawan-3-ole to flawonoidy herbaty. Wyptija w duzych ilosciach w herbacie zielonej.
W herbacie czarnej jest ich zdecydowanie mniejjga dla walorow smakowych poddaje $4
fermentacji, ktéra utlenia polifenole. Poza hegbi#awanole wysfpuja w winie (procyjanidyny),
owocach i rélinach stgczkowych. Whdciwosci lecznicze flawan-3-oli to ochrona przed chorobam
serca, uktadu kgenia i nowotworowymi. Spowalnigjprocesy starzenia, podngsadpornd¢ na
infekcje.

[1.5. Taniny

Taniny g naturalnymi substancjamidlonnymi o duwej masie czsteczkowej, od 300 do 5000
Da, majce wiaciwosci polifenoli i zdolnd¢ tworzenia trwatych patzen z biatkami i innymi
makrocasteczkami. Substancje te byly od wiekéw stosowanegdrbowania surowej skéry



na przemystow, rownolegta nazwa tanin to garbniki. Taniny dzs#i naskondensowangktérych
budowa chemiczna oparta jest na strukturze flawah;3jtéwnie katechiny, epikatechiny, flawa-
3,4-dioli lub mieszaniny oraz garbnilkydrolizuj ace (galotaniny i elagotaniny).

Oligomery i polimery tanin skondensowanych powstaj czsteczek flawanoli patzonych
wigzaniem C - C, ktére nie ulega hydroliziegdstnazwa tanin skondensowanych - taniny
niehydrolizujce.

Galotaniny i elagotaniny magcharakter estrow igsgarbnikami hydrolizujcymi. W centrum
czgsteczki taniny hydrolizagej jest monosacharyd (np. glukoza) a jego grupgirdiksylowe
Sa czesciowo lub catkowicie zestryfikowane fenolokwasem.pfizypadku galotaniny jest to kwas
galusowy (rys.7), m-digalusowy lub heksahydroksguaiowy; w przypadku elagotaniny jest to
kwas elagowy (rys.7), dehydrodigalusowy lub dilakkovasu waloneinowego.

HO OH
OH

kwas galusowy kwas elagowy

Rys.7. Struktura chemiczna kwasu galusowego i @ago (didepsydu kwasu galusowego).

Najprostsz galotanin jest kwas taninowy o wzorze sumarycznymtssOss. Rdzéd kwasu
taninowego to pentagalusan glukozy, do ktéregogaioine g kolejne casteczki kwasu
galusowego.

Taniny wystpuja powszechnie w diych ilosciach w korze rdin drzewiastych (gb,
kasztanowiec, wierzba), korzeniach,gddach (rdest wzownik, retania, piciornik, tatarak)
i rzadziej w léciach (herbata, poziomka, orzech wioski) i owocdchebutowiec. boréwka
czernica). Mg cierpki smak, czym odstraszajerujgce owady.

Wiasciwosci antyoksydacyjne tanin zebiny wykorzystuje si przy produkcji wina i piwa
- debowe beczki umdiwiaj g diugie dojrzewanie.

Zdolnas¢ tanin do koagulacji biatek zostata wykorzystananedycynie. Stosuje gie jako
leki o miejscowym dziatanigciggajgcym. Garbniki na powierzchni ran i bidluzowych wytgcaj
biatko, tworzac ochrong warstwe dla gkbiej potazonych tkanek, poza tym magrzenik& giebiej
obkurczagc drobne naczynia krwiodpe, hamujc ruchy leukocytéw i unieczynnigj histamir,
czym dodatkowo dziatgjprzeciwwysgkowo, przeciwobrgkowo i przeciwzapalnie. Zmniejszaj
tez swedzenie i pieczenie, gdydziatap odwadniagco na wtdkna nerwowe.

Te same wigciwosci garbnikdw wykorzystanegsw leczeniu wewegtrznym: w leczeniu wrzodow
przewodu pokarmowego, biegunki, jako leki przecikibayjne, zwtaszcza na drobnoustroje Gram-
ujemne oraz jako odtrutki przy zatruciach alkalonda metalami a¢zkimi. Garbniki stosowane
s3 rowniez w kosmetyce jako adstringentr@dki sciggajgce) np. w dezodorantach.

lll. Kwasy fenolowe

Flawonoidy i kwasy fenoloweggo dwie gtébwne grupy polifenoli spgwane przez cztowieka
wraz z pokarmem. Stosunekdtowy spaywanych flawonoidéw i kwasow fenolowych wynika z
ich rozpowszechnienia wzywnaosci roslinnej i wynosi 2:1. Przyklady zawado kwaséw
fenolowych wzywnaosci roslinnej zamieszczono w tabeli 1.

Kwasy fenolowe & metabolitami wtérnymi rdin i petniag funkcje ochronne przed dziataniem
owadow i mikroorganizmow, przed utlenianiem lipidaawartych w owocach, nasionach.sRwa
w fazie wzrostu i dojrzewania nasion i owocow wymagekszej ochrony, gt zawartéé kwasow
fenolowych w mitodych rdinach jest wgksza i zmniejsza siw dojrzatych. Ma to wplyw na
wiasciwosci smakowe produktow gbnnych, przyktadem mie by zanikanie cierpkiego smaku



owocOw w mia¢ dojrzewania. W tabeli 2 podano zmgamawartéci kwaséw fenolowych w

dojrzewajcym ziarnie ¢gczmienia.

Produkt spgywczy Zawartasé kwasow fenolowych
Kwas Zawarté¢ w mg/kg
(w cieczach mg/dm)
Jabtko chlorogenowy 200
Sok jabtkowy chlorogenowy 180
p-kumaroilochinowy 100
Czergnia chlorogenowy 400
p-kumaroilochinowy 180
Sliwka chlorogenowy 500
p-kumaroilochinowy 25
Brzoskwinia chlorogenowy 250
Czarna porzeczka chlorogenowy 50
p-kumarowy 40
ferulowy 15
Czarna jagoda chlorogenowy 2 000
p-kumarowy 10
ferulowy 10
Ziemniaki surowe chlorogenowy 1400
gotowane chlorogenowy 300
Marchew surowa chlorogenowy 80
gotowana chlorogenowy 45
Szpinak p-kumarowy 350
ferulowy 110
Pomidory synapinowy 130
p-kumarowy 30
ferulowy 700
Kabaczek kawowy 80
p-kumarowy 200
ferulowy 220
Maka pszenna synapinowy 25
ferulowy 150
kawowy 30
p-kumarowy 10
Otreby pszenne p-kumarowy 50
ferulowy 700
Ptatki owsiane ferulowy 145
kawowy 17
p-kumarowy 50
Ziarno kawowe surowechlorogenowy 60 000
dikawoilochinowy 10 000
feruilochinowy 8 000
Napar kawowy chlorogenowy 500
kawowy 250
ferulowy 50

Tabela 1. Zawartd kwasow fenolowych w wybranychdmnych produktach spgywczych.




Kwasy Liczba dni po kwitnieniu

19 31 42

Zawartg¢ mg/g s.m.
salicylowy 0,85 0,28 0,06
p-hydroksybenzoesowy 5,65 2,76 1,82
wanilinowy 2,11 0,56 0,11
o-kumarowy 0,31 0,12 0,11
protokatechowy 0.62 0,23 0,30
mkumarowy 0,76 0,21 0,12
syringinowy 0,92 0,23 0,36
p-kumarowy 1,86 0,84 0,23
sinapowy 0,28 0.13 0,05
ferulowy 14,80 12.72 2,58
Suma kwaséw w mg/gs.m. 28,16 18,03 5,80

Tabela 2. Zmiany zawaré kwasow fenolowych w czasie dojrzewania ziagtainienia

Kwasy fenolowe, szczegodlnie pochodne kwasu cynawego pelni funkcje
konstytucjonalne (usztywnigjsciany komorkowe), wchodez w sktad biatek i polisacharydéw -
np. hemiceluloz, polisacharydééciany komorkowej, gdzie fenolokwasy (gtéwnie femio
i kawowy) przyhczone g do tarcucha arabinoksylanowego.

Kwasy fenolowe hamuj wiele szlakéw metabolicznych (kwas ferulowy aktysvuoksydaz
hormonu wzrostu - auksyny I1AA) i odgrywaj wazng role w dojrzewaniu rélin,
np. w ksztattowaniu spoczynku u ziarniakbw orazchironie przed patogenami i szkodnikami.

Kwasy fenolowe to zvgzki zawieragce grug hydroksylovwa(e) i karboksylow.
Sa to:
- hydroksylowe pochodne kwasu benzoesowegaoagkivtypu GC),
- kwasy fenylooctowe (zwkki typu GC, ),
- pochodne kwasu cynamonowego (@ia typu GCs).
Do grupy fenolokwasow typu € naleg kwas salicylowy (o-hydroksybenzoesowy), p-
hydroksybenzoesowy, protokatechowy (kwas 3,4-diblgslybenzoesowy), galusowy, wanilinowy
(kwas 3-metoksy,4-hydroksybenzoesowy) i inne.
Fenolokwasy typu 63 to pochodne kwasu cynamonowego, takie jak kwasmakowy, kawowy,
ferulowy i synapinowy.
Wymienione kwasy magformowa ztozone estry, ktore fezalicza s do fenolokwasow, jak np.
kwas chlorogenowy, ktory jest depsydem kwasu kavgmwve chinowego (rys.8). Depsydy to
migdzyczsteczkowe estry kwasow fenolokarboksylowych.
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Rys. 8. Struktura kwasu chlorogenowego i ferulowego

Kwasy hydroksycynamonowe g s najbardziej rozpowszechnionymi kwasami fenolowymi
w roslinach. Wystepuja w nich przewanie w formie zwjzanej w postaci estrow i glikozyddw jako
sktadowe lignin i tanin hydrolizagych, antocyjanow i flawondw. Najeiej 3 to pohczenia

z kwasami karboksylowymi i glukgz W owocach zwizane g przewanie z glukoz i kwasem
chinowym, w ziarniakach z arabinoksylanami. Wpsifa w postaci depsydéw i depsydondéw
(depsydony zawiergjdodatkowo, oprocz estrowego,gzanie eterowe).

IV. WYKRYWANIE | SPOSOBY IZOLACJI ZWI AZI,<OW FENOLOWYCH
W SUROWCACH | ZYWNOSCI POCHODZENIA RO SLINNEGO

IV.1 Szybkie wykrywanie zwigzkéw fenolowych

Do wstpnego wykrywania flawonoidow wykorzystuje ¢sifakt, ze rozpuszczaj sie
w alkaliach z tworzenieméttego zabarwienia. Do identyfikacji poszczegémgeup flawonoidow
wykorzystuje s3 barwne reakcje. Glikozydy flawonoidowe nalepoddd wczeniej hydrolizie
kwasnej, ktéra prowadzi do uzyskaniaeéei cukrowej i aglikonu.

- W reakgcji cyjanidynowej ze gtonym kwasem solnym i magnezem, na skutek redybayistaj
barwne palczenia typu antocyjanidyn. | tak aglikony flawonodeg zabarwienie pomafazowe,
flawonolowe - ré@owe, flawanonowe - t@wofioletowe. Chalkony i izoflawony - nie daj
zabarwienia.

- Produkty reakcji flawonoidow z kwasem borowym zZczawiowym, rozpuszczone w eterze
etylowym, wykazuj zotozielory fluoresceng.

- Wigkszas¢ flawonoidéw pod wpltywem par amoniaku wykazuje flescengy w UV oraz jej
zmiany.

- Barwne odczynniki jak roztwory chlorkuelazowego, glinowego, tlenochlorku cyrkonu
lub zdiazowany kwas sulfanilowy, wanilina z kwasasmrkowym tworz barwne kompleksy
z flawonoidami, co wykorzystuje esiw chromatografii cienkowarstwowej. Barwne kompleks
absorbyj swiatto widzialne i ultrafioletowe.

Reakcja z solamielaza wykorzystywana jest w laboratorium do szypdiesprawdzania
postpu ekstrakcji, gdy jest bardzo czuta i mina p wykona szybko i w prosty sposoéb,
sprawdzajc intensywn&¢ barwy plamki ekstraktu naniesionego na papierelsaazany
1,5% roztworem atungelazowo-amonowego i wysuszony na powietrzu.

Wizualizacja plamek kwaséw fenolowych w chromatdigraienkowarstwowej polega na
spryskaniu 1% roztworem Fell metanolu.

Fenole tworz barwne kompleksy z FeQlv mysl reakcji:

6 GsHsOH + FeCf — Hz[Fe(CHsO)s] + HCI

Kompleksy fenoli maj barwe zielory, niebieslk, fioletowg lub purpurovy, zotta lub pomaraczowa
wskazuje na brak fenoli.

IV.2. Sposoby izolacji zwazkdw fenolowych
Izolowanie zwazkéw naturalnych z matryc takich jak shoy czy zywnos¢ jest



skomplikowane z rinych powodow:

-ze wzgkdu na obecni aktywnych enzymoéw, ktére megowodowa modyfikacje chemiczne
analitu;

-izolowanie analitow jest zwkane z usugciem ich naturalnej matrycy, w ktorej £hronione
np. przed ulenianiem, izomeryzachydrolizz i innymi procesami prowadezymi do modyfikacji
chemicznej analitu;

-skomplikowane i bogate w skiadniki matryce natoealdag duze prawdopodobiestwo
artefaktow;

-podczas przetwarzania surowcowslimnych mae dochodzi do zmniejszenia zawala
analitow, zmiany ich aktywrigi biologicznej i biodosfpnasci.

Dopracowanie sposobu wyathniania, zapewniggego dobg selektywnéé, wydajnagé i
optacalndé¢ oraz zachowawcze warunki jest wyzwaniem dla ayialit

Sposob pozyskiwania zgakéw fenolowych z surowcow lub produktéwslianych zaley
od celu, typu surowca, rodzaju zwkow polifenolowych, od tego, czy oznaczg satkowity
ich zawarté¢, czy zawarté¢ poszczegoélnych klas lub zygkéw polifenolowych oraz zatg
od stosowanej metody ich identyfikaciji.

Rozpuszczalni@ polifenoli zaley od polarnéci rozpuszczalnika, stopnia depolimeryzacji
fenoli, od interakcji polifenoli z innymi skladnika materiatu rélinnego i tworzenia
nierozpuszczalnych komplekséw.

Flawonoidy w postaci glikozydéw nie rozpuszezaje w rozpuszczalnikach niepolarnych
(np. w eterze, chloroformie czy benzenie), natotnrazpuszczaj sic w wodzie, w alkoholu
etylowym i metylowym, a wiksza¢ rowniez w octanie etylu. Aglikony prawie nie rozpuszczaj
si¢ w wodzie a rozpuszczafic w rozpuszczalnikach organicznych. Znécowary rozpuszczalni
flawonoidéw wykorzystuje gido ich wydzielania.

Najczsciej stosowasn technilky wyodrebniania polifenoli jest ekstrakcja rozpuszczalnileow
do ktorej stosuje sirozpuszczalniki polarne, przeswrae metanol i etanol €sto w pojczeniu z
woda, kwasem solnym lub stabymi kwasami organicznyak,kwas octowy czy mréwkowy oraz
octan etylu i aceton. Czas ekstrakcji polifenaoditjezny, od kilkudziesjciu sekund do 24 godzin,
w zaleznoéci od materiatu rélinnego. Przy diugim czasie ekstrakcji, ngleehront fenole przed
utlenieniem, dodafg do rozpuszczalnika niewielkich #id substancji redukagych. Wydajnéc¢
ekstrakcji zaley tez od ilosciowego stosunku prébki do rozpuszczalnika. Ngjczj wynosi on
odpowiednio 1 do 5+10 (m/v).

Zwiazki fenolowe wysfpujace w postaci zwdzanej naley podd& hydrolizie alkalicznej,
kwasnej lub enzymatycznej.

Jednake nie ma uniwersalnej procedury ekstrakcji wszygsthpolifenoli czy poszczegoélnegj
ich grupy z materiatu ghinnego. Kada ekstrakcja vwaize st z obecnécig w ekstrakcie substancji
nie kedacych analitami: zwgzkéw polarnych niefenolowych i zeakéw niepolarnych, jak woski,
weglowodory, tluszcze, terpeny czy chlorofile.

Wyekstrahowane zwiki polifenolowe oczyszcza ¢sii rozdziela na poszczegdllne grupy
réznymi metodami, najeZciej przez ekstrakejsekwencyjn, ekstrakop do fazy statej i renymi
technikami chromatograficznymi.

Wiele zwhzkow fenolowych ma zbibng budowe i wihasciwosci fizyko-chemiczne, gt
izolowanie poszczegolnych jest trudne iestp bardzo skomplikowane lub ¢ez niemaliwe.
Do wydzielania stosuje ¢i prawie wszystkie techniki chromatograficzne, pEezy
od klasycznych, takich jak kolumnowa czy cienkowaosva do wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC), SPE, SPME i elektroforezy kapigrwicznie. W chromatografii stosujegsi
wszystkie mechanizmy rozdziatu - jonowymienny, agsgjny, podziatowy, gczenie molekularne
lub ich pohczenia. Do sczenia molekularnego wykorzystujeg gpolimery porowate a nawet,
do rozdzialu proantocyjanidyn w zaiesci od stopnia polimeryzacji, puder szklany
0 rozdrobnieniu ziaren 200-400 pm.

Najczsciej wywanym detektorem w chromatografii zawkéw fenolowych jest detektor
spektrofotometryczny, gdy wszystkie zwizki fenolowe absorbyj promieniowanie



elektromagnetyczne z zakresu UV, a wiele, jak fla@idy - rownie swiatto widzialne. Stosowane

s3 tez detektory fluorescencyjny i elektrochemiczny. Wlaiach strukturalnych wykorzystuje: si

spektrometr mas (MS), magnetyczny rezonadsowy (NMR) oraz spektroskopw podczerwieni

z transformagj Fouriera (FT-IR). Do wykrywania pojedynczych zukéw fenolowych szczegolnie

przydatna jest metoda z wykorzystaniem gppbnych technik - HPLC/MS, zwiaszcza
HPLC/MS/MS z rejestragjjonow ujemnych.

V. OZNACZANIE CALKOWITEJ ZAWARTO SCI  ZWI AZKOW

FENOLOWYCH

Wiele ekstraktow rdinnych wykazuje wiéciwosci lecznicze potwierdzone badaniami
klinicznymi, np. ekstrakt z ziela dziurawca, korieeren-szenia, kci mitorz¢bu i nie ma potrzeby
wydzielania poszczegoélnych zgkéw. Ponad to, w zimnych mieszaninach, €zto wystpuja
sktadniki o dziataniu synergistycznym, wzmagaj dziatanie aktywnych biologicznie sktadnikow.
W takich przypadkach wydzielanie poszczegoélnycladikikOw nie jest uzasadnione. Aktyw#ao
biologiczrg czy wiaciwosci przeciwutleniajce badanej mieszaniny odnosimy zarowno do
zawartdci poszczegolnych aktywnych sktadnikéw jak i ichrsu

V.1. Oznaczanie catkowitej zawartéci zwigzkdéw fenolowych metod Folina-Ciocalteau (F-C)

Oznaczanie catkowitej zawaftw zwigzkdéw fenolowych przeprowadza ¢simetodami
kolorymetrycznymi, z ktdrych najegciej stosowas jest metoda Folina-Ciocalteau (F-C).
Podstaw oznaczania jest odwracalna reakcja redukcji pifeemle w srodowisku alkalicznym
molibdenu(VI) do molibdenu(V) zawartego w odczynnikolina-Ciocalteau (F-C). W wyniku
reakcji powstaje niebieski zgdek, ktory wykazuje maksimum absorpcji przy digofali
745 - 750 nm. Intensywi6 absorpcji przy tej diugei fali jest proporcjonalna dogtenia fenoli.
Odczynnik F-C przygotowuje iz mieszaniny wolframianu sodu (N&O,4), molibdenianu sodu
(N&xMo00Q,), siarczanu litu (LISOy), wody bromowej i stzonych kwasow solnego i fosforowego.
Struktura powstarego zwizku nie jest znana, przypuszcza ¢,Size powstaje
heteropolifosfowolframian molibdenu.

Na,WO4/NaMoO, + fenol—(fenol-MoW;1040)™
Mo(VI) (z6tty) +& — Mo(V) (niebieski)
Mechanizm reakcji polega na przenoszeniu elektrdda. reakcji potrzebne jest alkaliczne
srodowisko (pH 10), w ktérym powstaje anion fenolayoredukugcy molibden. Niebieski
barwnik powstaje w reakcji odczynnika F-C z fenalamezalenie od ich struktury.W 1965 r
Singleton i Rossi zmodyfikowalé tmetod, stosugc mieszania tlenkdéw tungstenu i molibdenu:
3H0 - R.Os - 13WG; - 5M00; - 10H,0
[ 3H20 - R.Os - 14WG; - 4MoG; - 10H:0
Mieszanina tlenkéw utlenia fenole bardziej speyfie, dajc produkt reakcji wykazagy
maksimum absorpcji préymax 765 nm.
Interferencje w tej metodzie mggowodowa rézne, niefenolowe zwiki, jak cukry redukujce,
aromatyczne aminy, ditlenek siarki, kwas askorbiposorbowy, Fe(ll) i inne i powinny lgybrane
pod uwag, ewentualnie usuwane wéréej z badanej probki.

Dla uzyskania wiarygodsoi wynikbw pomiaréw nalgy zachowa nastpujagce warunki,
ktore g krytyczne w tej metodzie:

1. Nalezy zachowa odpowiedni stosunek iégiowy zasady do odczynnika F - C.

2. Zoptymalizowa czas i temperatgreakcji dla uzyskania wdaiwej barwy i trwatdci produktu.
3. Mierzy¢ absorbangjprzy dtugdci fali 765 nm.

4. Uzywaé kwasu galusowego jako fenolowego standardowega@sigmia.

Dla uzyskaniagrodowiska alkalicznego stosujeg siasycony roztwor bezwodnegaglanu
sodu. Probk o odpowiednim rozcigzeniu miesza giz odczynnikiem F - C i po 30s, ale przed
uptywem 8 min, dodaje sinasyconego roztworu MNaOs;. Prébk inkubuje s¢ w temperaturze
40°C przez 30 min, po czym wykonuje pomiar absarjpaRrzy temperaturze pokojowej, czas
inkubacji wydh#za st do 2 godzin. Zalecana proporcja gib§ci nasyconego roztworu MaO; i



odczynnika
F-C wynosi 3:1.

Kwas galusowy jest rekomendowany jako standardetuwpowodow. Stosowanie go jako
pojedynczego standardu utatwia poréwnywanie dan@ttzymanie kwasu galusowego w postaci
czystej nie jest drogie a przechowywany jako sarigh sucha jest trwaly. W roztworze
alkoholowo-wodnym przechowywany w lodowce jest tywprzez 2 tygodnie. Metoda Folina-
Ciocalteau jest stosowana w analizie ekstraktéwglimych, zywnosci, rowniez lekow
zawierajcych grupy fenolowe, jak salbutamol czy morfina.

LITERATURA

1. Przeciwutleniacze wzywnosci. Aspekty zdrowotne, technologiczne, molekularne
analityczne. W. Grajek (red.), WNT, Warszawa, 2007,

Druga twarz tlenu. Wolne rodniki w przyrodzie. GarBbsz, PWN, Warszawa, 2003,
Chemiazywnasci. Sktadnikizywnaosci, tom 1. Red. Z. E. Sikorski, WNT, Warszawa, 2007

w N



