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URSZULA ZLOTEK, URSZULA GAWLIK-DZIKI

WPLYW KWASNEJ HYDROLIZY NA WEASCIWOSCI
PRZECIWUTLENIAJACE ALKOHOLOWYCH EKSTRAKTOW
WYBRANYCH PRZYPRAW

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wplywu zmiennych warunkéw pH (analogicznych do panujacych
w przewodzie pokarmowym czlowieka) na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych i aktywnos¢ przeciwutlenia-
jaca ekstraktow wybranych przypraw.

Materiatem badawczym byly suszone przyprawy: cynamon (Cinnamomum verum), estragon (Artemi-
sia dranunculus) i bazylia (Ocimum basilicum). Z przypraw sporzadzono ekstrakty metanolowe, ktére
poddano hydrolizie w zmiennych warunkach pH, symulujacych warunki panujace w przewodzie pokar-
mowym. W probach przed i po trawieniu oznaczono aktywno$¢ przeciwrodnikowa, zdolno$¢ do chelato-
wania metali, sit¢ redukcji oraz zdolno$¢ do hamowania autooksydacji kwasu linolowego. Przeprowadzo-
no réwniez jakosciowa i ilosciowa analiz¢ zwiazkow fenolowych technika HPLC.

Najwyzsza aktywno$¢ przeciwrodnikowa wykazat ekstrakt cynamonu (92,48%), ekstrakty pozostatych
przypraw charakteryzowaly si¢ duzo nizsza zdolnoscia do neutralizacji wolnych rodnikow DPPH (od
13,53 do 29,00%). Zmienne warunki pH spowodowaly wzrost zdolnosci do chelatowania we wszystkich
badanych probach. Trawienie w symulowanym uktadzie in vivo przyczynito si¢ rowniez do wzrostu zdol-
nos$ci do hamowania autooksydacji kwasu linolowego. Przy okreslaniu zdolnos$ci do redukcji zaobserwo-
wano tendencj¢ odwrotng — trawienie in vitro spowodowato zmniejszenie tej zdolnosci we wszystkich
badanych przyprawach.

Stowa kluczowe: cynamon, estragon, bazylia, zwiazki fenolowe, aktywnos$¢ przeciwutleniajaca

Wprowadzenie

Zywno$¢ pochodzenia roslinnego odgrywa w zywieniu czlowieka istotna role,
poniewaz stanowi zrodto metabolitow wtornych o specyficznym oddziatywaniu na
procesy fizjologiczne. W tej grupie bardzo popularne sa rosliny przyprawowe, ktore
dodawane do positkow nie tylko zwigkszaja ich atrakcyjno$¢ sensoryczna, ale wptywa-
ja tez na prozdrowotne wtasciwosci pozywienia [5]. Przyprawy sa bogatym zrodtem
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r6znych klas zwiazkéw biologicznie aktywnych, w tym polifenoli, gtéwnie flawono-
idow wykazujacych szeroko udokumentowane wlasciwosci przeciwutleniajace [7, 18]
i przeciwdziatajace chorobom cywilizacyjnym [15]. Kanner i Lapidot [10] sugeruja, ze
ludzki ptyn gastryczny jest srodowiskiem wzmagajacym peroksydacje zwiazkow po-
chodzacych z surowcow roslinnych. Mechanizm dziatania wielu sktadnikow przypraw
poznano na poziomie molekularnym, niewiele jest jednak doniesien na temat interakcji
pomigdzy nimi a innymi sktadnikami zywnoS$ci, przemian jakim podlegaja podczas
produkc;ji i przechowywania zywnosci oraz ich biodostgpnosci.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu zmiennych warunkéw pH (analogicznych
do panujacych w przewodzie pokarmowym cztowieka) na zawartos¢ zwiazkow feno-
lowych i aktywnos$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow wybranych przypraw.

Material i metody badan

Materialem badawczym byly suszone przyprawy dostgpne na rynku: cynamon
(Cinnamomum verum), estragon (Artemisia dranunculus) i bazylia (Ocimum basilicum).
Nawazki w ilosci 1 g ekstrahowano wrzacym metanolem (100 ml). Nastgpnie 50 ml
ekstraktu przenoszono ilosciowo do kolby stozkowej, zakwaszano 5SM HCI do pH 2
i inkubowano przez 60 min wytrzasajac (bez dostepu $wiatla i tlenu) w temp. 37°C. Po
tym czasie zobojetniano 0,1M NaOH do pH 7 i kontynuowano inkubacj¢ przez 120 min.
Z uwagi na $ladowa zawarto$¢ bialek nie zastosowano enzymow trawiennych, takich jak
pepsyna i pankreatyna. W prdobach przed i po hydrolizie oznaczano aktywnos$¢ przeciw-
rodnikowa z zastosowaniem trwatego wolnego rodnika DPPH [2], zdolno$¢ do chelato-
wania metali metoda Guo i wsp. [6], site redukcji metoda Oyaizu [ 17] oraz zdolno$¢ do
hamowania autooksydacji kwasu linolowego metoda Lingnerta i wsp. [14].

Okreslano takze catkowita zawarto$¢ polifenoli (reakcja z odczynnikiem Folina-
Ciocalteau’a [23]) i wyrazano jako ekwiwalent kwasu galusowego (mg GAE/ml). Su-
me flawonoidéw oznaczano metoda Lamaisona [1] i wyrazano jako ekwiwalent kwer-
cetyny (mg QE/ml). Przeprowadzono rowniez jakosciowa i iloSciowa analiz¢ zwiaz-
koéw fenolowych w badanych ekstraktach technika HPLC wg procedury opisanej przez
Li i wsp. [13] w niewielkiej modyfikacji wtasnej. Rozdzial chromatograficzny prze-
prowadzono przy uzyciu chromatografu Varian z detektorem Pro star 325 UV-Vis,
w kolumnie Varian ChromSpher C18 (25 mm x 4,6 mm). Zastosowano nieliniowy
gradient stezen w uktadzie: 1% kwas octowy (A) — 100% metanol (B), przy przeptywie
0,8 ml/min. Rozdzial prowadzono w gradiencie: 0 min, 5% B; 5 min, 5% B; 15 min,
15% B; 30 min, 30% B; 40 min, 35% B; 50 min, 70% B; 55 min, 100% B. Do identy-
fikacji zwiazkow fenolowych uzyto roztworow wzorcowych, a oznaczenie wykonywa-
no poprzez pomiar absorbancji przy A = 290 nm. Wszystkie oznaczenia wykonano
w trzech powtdrzeniach.
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Wiyniki i dyskusja

Ekstrakty badanych przypraw charakteryzowatly si¢ zblizong zawartos$cia zwiaz-
kéw fenolowych, wynoszaca od 0,54 mg/ml (estragon) do 0,70 mg/ml (cynamon).
Trawienie in vitro spowodowalo wzrost catkowitej zawartosci zwiazkow fenolowych
we wszystkich probach. Tendencja ta wystapita zwlaszcza w przypadku ekstraktu
Z cynamonu, a w najmniejszym stopniu — w przypadku ekstraktu z bazylii (tab. 1).

Tabela l
Wiyniki jako$ciowej i ilo§ciowej analizy ekstraktow przypraw niepoddanych i poddanych trawieniu.
Results of the qualitative and quantitative analyses of spice extracts prior to and after the digestion process.

Ekstrakty niepoddane trawieniu Ekstrakty po trawieniu
[ng/ml ekstraktu] [ug/ml ekstraktu]
Sktadnik Extracts prior to digestion Extracts after the digestion
Compound [pg/ml extract] [ug/ml extract
RT cynamon estragon bazylia cynamon | estragon | bazylia
cinnamon tarragon basil cinnamon | tarragon basil
Kwas kawowy | »¢ 60 | 5002001 | 0.33£0,01 | 1,56+0.48 0,00 0,41+0,03 | 0,17£0,08
Caffeic acid
Kwas ferulowy | 39 43| 142001 | 0,00 | 0200,05 | 0,05:0,001 | 0,00 0,00
Ferulic acid
Kwas
synapinowy 39,38 | 0,53+0,01 0,00 0,81£0,26 | 0,17+0,01 |0,11+0,01 | 0,17+0,02
Sinapic acid
Kwas salieylowy |y 41| 03240,005 | 2,20£0,32 | 1212036 | 0,64£0,54 | 0,7420,21 | 0,7740,25
Salicylic acid
Kwas
t-cynamonowy | 53,07 | 63,96+0,51 | 0,62+0,07 | 0,16+0,03 | 8,72+0,81 | 0,59+0,08 | 0,35+0,06
T-cinnamic acid
Daidzeina 51,55 0,00 0,00 | 2,04+0,61 0,00 |136£041| 0,00
Daidzein
Kwercetyna | 55 97 | 0,59:0,01 0,00 [61,09+0,74| 0,00 0,00 |0,34+0,01
Quercetin
Kempferol 5433 | 84,68+0,56 |0,10+0,005 | 0,56+0,09 | 0,00 0,00 | 6,60+0,31
Kaempferol
Catkowita zawarto$¢
zwiazkoéw fenolowych
[mg GAE/ml] 0,70+0,06 | 0,54+0,06 | 0,64+0,02 | 8,05+0,08 | 1,42+0,16 | 0,72+0,07
Total content of phenolic
compounds [mg GAE/ml]
Catkowita zawartos¢
flawonoidéw [mg QE/ml] | 7,6 53 | 0 7100,15 | 0.4120,02 | 0,1940,05 | 0,58+0,14 | 0,36£0,01
Total content of flavonoids
[mg QE/ml]

Objasnienia: / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono warto$ci $rednie i odchylenia standardowe / In Tab., the mean values and standard

deviations are show.
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Najwigksza zawarto$cia flawonoidow charakteryzowat si¢ niehydrolizowany eks-
trakt z cynamonu, najmniejsza — ekstrakt z bazylii (tab. 1). Po kwasnej hydrolizie
i ponownej alkalizacji badanych ekstraktow zawartos¢ tych zwiazkow zmniejszyla sig.
Najwigksze straty zaobserwowano w przypadku cynamonu, najmniejsze zas w przy-
padku ekstraktu z bazylii. Justesen i Knutsen [8], analizujac sktad ekstraktow podda-
nych kwasnej hydrolizie, stwierdzity, ze w ekstrakcie z estragonu znajdowata si¢
kwercetyna, kempferol, luteolina i izoramnetyna, natomiast w niniejszej pracy po-
twierdzono jedynie obecnos¢ kempferolu (w probie bez hydrolizy), natomiast w eks-
trakcie po trawieniu zidentyfikowano tylko daidzeing. Cytowane autorki nie potwier-
dzily wystgpowania flawonoidow w ekstrakcie z bazylii, natomiast wyniki wlasne
wskazujg na obecno$¢ w ekstrakcie tej przyprawy kwercetyny, kempferolu i daidzeiny.

Kosar i wsp. [12], badajac wplyw pH na sklad i aktywno$¢ metanolowych eks-
traktow przypraw, stwierdzili, ze kwasna hydroliza spowodowata znaczacy wzrost
zawarto$ci polifenoli w ekstraktach z tymianku, szatwi, rozmarynu i oregano, nato-
miast w przypadku ekstraktu z bazylii odnotowano spadek zawartos$ci zwiazkow feno-
lowych, jednak w cytowanej pracy nie przeprowadzano ponownej alkalizacji. Rezulta-
ty otrzymane w niniejszej pracy wykazaly, ze zwiazki fenolowe uwolnione podczas
trawienia w warunkach zblizonych do panujacych w Zotadku sa stabilne w alkalicznym
pH (tab. 1). Record i Lane [20], badajac wplyw trawienia in vitro na sklad i aktywnos$¢
przeciwutleniajaca ekstraktow z czarnej i zielonej herbaty, stwierdzili, ze zawarto$¢
zwiazkow fenolowych wzrastala po kwasnej hydrolizie (w warunkach symulujacych
panujace w zotadku), natomiast malata w miarg uptywu czasu inkubacji w pH = 7,5.
Autorzy tlumacza to mozliwoscia powstawania dimerow, ktore sa niestabilne
w alkalicznym pH.

Nietrawione ekstrakty z przypraw wykazywaty $rednia zdolno$¢ do neutralizacji
wolnych rodnikéw DPPH z wyjatkiem ekstraktu z cynamonu, ktérego aktywnos$¢ byta
najwyzsza i wynosila ponad 90%. Trawienie spowodowalo zmniejszenie aktywnosci
prob z cynamonu i estragonu, podczas gdy aktywnos$¢ ekstraktu bazylii wzrosta (rys.
1A).

Przed trawieniem ekstrakt estragonu wykazywal bardzo niska zdolno$¢ do chela-
towania w poréwnaniu z aktywno$cia pozostatych préob, ktéra byta znacznie wyzsza
i wynosita 39,73% w przypadku bazylii i 57,35% - cynamonu. Trawienie spowodowa-
to wzrost aktywnosci wszystkich prob, przy czym najwyzsza aktywno$¢ nadal wykazat
ekstrakt estragonu (rys.1B).

Sposrdd nietrawionych ekstraktow najwyzsza zdolno$cia do redukcji charaktery-
zowala si¢ proba z cynamonu (2,56). Mathew i Abraham [16], analizujac aktywnos$¢
metanolowego ekstraktu cynamonu, stwierdzili, ze zdolno$¢ do redukcji byta wprost
proporcjonalnie zalezna od stgzenia ekstraktu. Aktywno$¢ pozostatych prob byta zbli-
zona i wynosita okoto 0,64. Trawienie spowodowato zmniejszenie aktywnos$ci wszyst-
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kich prob. Najwigksze zmniejszenie aktywnosci zaobserwowano w przypadku proby
z cynamonu (rys. 1C). W badaniach Kosar i wsp. [12] rowniez odnotowano zmniejsze-
nie aktywnosci ekstraktu z bazylii po kwasnej hydrolizie, podczas gdy aktywnos¢ po-
zostatych prob wzrosta. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze cytowani autorzy nie alkalizowali
ponownie analizowanych prob.
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Objasnienia: / Explanatory notes:
B — bazylia / basil; BH — bazylia po hydrolizie / basil after the hydrolysis; C — cynamon / cinnamon, CH —

cynamon po hydrolizie / cinnamon after the hydrolysis; E — estragon / tarragon, EH — estragon po hydroli-
zie / tarragon after the hydrolysis.

Rys. 1. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktoéw badanych przypraw: aktywnos$¢ przeciwrodnikowa
(A), zdolnos¢ do chelatowania (B), sita redukcji (C), inhibicja autooksydacji lipidow (D).

Fig. 1.  Antioxidant activity of spice extracts studied: antiradical activity (A), capability to chelate (B),
iron reduction strength (C), and inhibition of the lipid auto-oxidation (D).

Wszystkie badane ekstrakty wykazaty ponad 90% zdolno$¢ do hamowania perok-
sydacji lipidow. Trawienie spowodowato wzrost aktywnosci wszystkich ekstraktow,
przy czym w najmniejszym stopniu dotyczyto to ekstraktu z bazylii (rys.1D). Mathew
1 Abraham [16] wykazali, ze ekstrakt uzyskany z cynamonu przy uzyciu 50% metano-
lu bardzo skutecznie hamowat samoutlenianie kwasu linolowego (ponad 80% po 24 h
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inkubacji). Podobnie Sobhan i Akhilender Naidu [22] potwierdzili wysoka skuteczno$¢
metanolowego ekstraktu z cynamonu.

Powszechnie uwaza sig, ze w celu okreslenia potencjatu przeciwutleniajacego ko-
nieczne jest, oprocz zastosowania wielu metod oznaczania aktywnosci przeciwutlenia-
jacej, uwzglednienie zawartosci i rodzaju zwiazkow fenolowych. Wykonano wiele
prac majacych na celu okreslenie zaleznosci pomigdzy struktura zwiazkéow fenolowych
a aktywnoscia przeciwutleniajaca, ale zaleznosci te nie zostaly w pelni wyjasnione [3,
21]. Gazzani i wsp. [4] oraz Kdhkonen i wsp. [9] nie stwierdzili zadnej korelacji po-
migdzy zawartos$cig zwiazkow fenolowych a aktywnoS$cia przeciwutleniajaca ekstrak-
tow roslin. Wedlug nich, rézne zwiazki fenolowe powoduja odmienne reakcje przy
oznaczaniu metoda Folina-Ciocalteau, wigc calkowita zawarto$¢ zwiazkéw fenolo-
wych nie moze by¢ uwazana za wyznacznik aktywno$ci przeciwutleniajacej danego
ekstraktu. W niniejszej pracy stwierdzono wystgpowanie silnej dodatniej korelacji
pomiedzy zawarto$cig flawonoidéw a zdolno$cia przeciwrodnikowa oraz zdolnoscia
do redukcji (R wynosit, odpowiednio, 0,76 i 0,82), nie stwierdzono natomiast zalezno-
$ci pomigdzy caltkowita zawartoscia zwiazkow fenolowych a aktywnos$cia przeciwutle-
niajaca niezaleznie od metody jej oznaczania. Wielu badaczy wskazuje na istnienie
silnej zalezno$ci pomigdzy aktywnoscia przeciwutleniajaca a metoda uzywana do jej
oznaczenia [19, 24]. Kaur i Kapoor [11] uznali za bardziej uzasadnione okreslanie
wlasciwosci przeciwutleniajacych warzyw przy zastosowaniu rozmaitych metod niz
bazowanie na wsynikach uzyskanych przy zastosowaniu tylko jednego sposobu ich
okreslania. Réwniez wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja na ré6znorodno$¢
mechanizméw dzialania przeciwutleniaczy zawartych w badanym surowcu.

Whioski

1. Hydroliza in vitro spowodowala wzrost zawartosci polifenoli i zmniejszenie za-
warto$ci flawonoidéw we wszystkich badanych ekstraktach.

2. Zdolno$¢ do chelatowania jonow zelaza(Il) oraz zdolno$¢ do hamowania samo-
utleniania kwasu linolowego we wszystkich badanych ekstraktach byla wyzsza po
hydrolizie, natomiast zdolno$¢ do redukcji byla wyzsza przed hydroliza in vitro.

3. Ekstrakty z cynamonu i estragonu poddane hydrolizie in vitro wykazywaty znacz-
nie nizsza zdolno$¢ do neutralizacji stabilnych rodnikow DPPH niz ekstrakty nie-
trawione.

4. Stwierdzono istnienie dodatniej korelacji pomiedzy zawartoscia flawonoidow
w badanych ekstraktach a ich aktywnoscia przeciwrodnikowa oraz zdolnoscia do
redukcji.

Praca byla prezentowana podczas XII Ogdlnopolskiej Sesji Sekcji Miodej Kadry
Naukowej PTT. 7, Lublin, 23—-24 maja 2007 r.
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EFFECT OF ACIDIC HYDROLYSIS ON THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ALCOHOLIC
EXTRACTS FROM THE SELECTED SPICES

Summary

The objective of the research was to determine the effect of varying pH conditions (analogous to those
within the human digestive tract) on the content of phenolic compounds and on the antioxidant activity of
extracts from some selected spices.

The research material consisted of the following dried spices: cinnamon (Cinnamomum verum), tarra-
gon (Artemisia dranunculus), and basil (Ocimum basilicum). From those species, methanol extracts were
made and hydrolyzed under the varying pH conditions, which simulated the conditions within the human
digestive tract. In the samples taken prior to and after the digestion process, the following was determined:
antiradical activity, iron chelation, iron reduction strength, and capability to inhibit auto-oxidation of the
linolic acid. Furthermore, qualitative and quantitative analyses of the phenolic compounds were performed
using an HPLC technique.

The extract of cinnamon showed the highest antiradical activity (92,48%), the extracts from the re-
maining species were characterized by an essentially lower capability to neutralize free DPPH radicals
(from 13.53% to 29%). The varying pH conditions caused the increase in the chelating capability of all the
samples analyzed. The digestion process in a simulated in vivo system also contributed to the increase in
the capability to inhibit auto-oxidation of the linolic acid. While determining the reducing capability of
spices studied, an opposite tendency was found, namely, the in vitro digestion process caused the decrease
in the reducing capability of all the spices studied.

Key words: cinnamon, tarragon, basil, phenolic compounds, antioxidant activity
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