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Streszczenie

Biologiczna aktywnos¢ zwiazkow polifenolowych po ich spozyciu zalezy glownie od przemian
w przewodzie pokarmowym oraz od struktury powstalych metabolitow. Celem pracy bylo okreslenie
przemian wybranych zwiazkéw polifenolowych, zachodzacych podczas ich trawienia in vitro. Do badan
uzyto roztworéw kwasow ferulowego i p-kumarowego oraz (+)katechiny, kwercetyny, hesperetyny
i hesperydyny. Zostaty one poddane symulowanemu procesowi trawienia, przy czym w wybranych eta-
pach okreslano aktywno$¢ przeciwrodnikowa (metoda spektrofotometryczng z kationorodnikiem ABTS™)
1 oznaczano zawartos¢ badanych zwiazkow przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC). Wsrod analizowanych zwiazkoéw najwyzsza aktywnoscig przeciwutleniajaca charakteryzowata
si¢ kwercetyna (234 g Troloxu/100 g). Hesperetyna (aglikon) wykazywata wyzsza aktywno$¢ przeciwrod-
nikowa niz jej rutynozyd (hesperydyna). Trawienie wigkszosci badanych polifenoli rozpoczynalo sig¢
w zotadku i dwunastnicy, a powstate pochodne wykazywaly wysoki potencjal przeciwutleniajacy. Najbar-
dziej podatne na trawienie w tej czg$ci przewodu pokarmowego byly kwasy fenolowe. Obserwowano
réwniez znaczny rozktad glikozydow (hesperydyny) pod wptywem kwasu Zzoladkowego i enzymow dwu-
nastnicy. Badane polifenole charakteryzowaty si¢ roznym stopniem migracji przez membrany dializacyj-
ne. Fenolokwasy tatwiej przenikaty przez membrany niz flawonoidy, co mogto si¢ wigza¢ z mniejszym
rozmiarem czasteczek kwasow. Bakterie jelitowe uzyte w doswiadczeniu oddziatywaly na wszystkie
polifenole, w tym w duzej mierze wptynety na trawienie flawonoidow, szczegdlnie kwercetyny i hespere-
tyny. Zwiazki te byly w niewielkim stopniu metabolizowane w zotadku i dwunastnicy. Mniejsze byto
natomiast oddziatywanie mikroflory jelitowej na kwasy fenolowe.

Stowa kluczowe: zwiazki polifenolowe, trawienie in vitro, aktywno$¢ przeciwutleniajaca, mikroflora
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Wprowadzenie

Wolne rodniki tatwo reaguja ze sktadnikami komorek, dziatajac na nie destruk-
cyjnie. Sa przyczyng wielu schorzen, okreslanych mianem przewlektych chordb nieza-
kaznych, np. chordb uktadu sercowo-naczyniowego, nowotworow czy dysfunkcji neu-
rologicznych [5]. Przeciwutleniacze pochodzace z diety odgrywaja wazng role, gdyz
wspomagaja czynniki wewnatrzustrojowe przy neutralizacji wolnych rodnikow. Do
egzogennych przeciwutleniaczy zalicza si¢ m.in. witaminy E i1 C, niektére karotenoidy
oraz zwigzki polifenolowe. Wtasciwosci przeciwutleniajgce zwigzkoéw polifenolowych
wynikajg m.in. z ich zdolnos$ci do chelatowania metali, wygaszania wolnych rodnikow
1 przeciwdzialania reakcji Fentona i Habera-Weissa. Zapobiega to np. peroksydacji
thuszczow. Reaguja one rowniez z produktami posrednimi powstajgcymi w trakcie
peroksydacji i prowadzg do zakonczenia procesu wolnorodnikowego [8, 21].

Do polifenoli wykazujacych wlasciwosci przeciwutleniajagce naleza przede
wszystkim kwasy fenolowe oraz flawonoidy. Wtasciwosci te w duzej mierze zalezg od
budowy czasteczki, gtdéwnie od ilosci i rozmieszczenia grup hydroksylowych [9].

Zarowno metabolizm, jak i wchlanianie zwigzkow polifenolowych z uktadu po-
karmowego maja wptyw na sposob i stopien ich oddziatywania na organizm ludzki.
Efektywnos$¢ wchtaniania polifenoli w przewodzie pokarmowym jest pochodng wielu
czynnikéw, m.in. masy czgsteczkowej, pH srodowiska, hydrofilowosci zwiagzku, stop-
nia jego polimeryzacji czy rodzaju cukru w czasteczce. Niektore aglikony przenikajg
przez btony biologiczne na zasadzie dyfuzji prostej [13], jednak wigckszos¢ flawonoi-
doéw wystepuje w postaci glikozydow, ktore przed wehtonigeciem musza ulec hydrolizie
[18].

Celem pracy byto okreslenie przemian wybranych zwigzkéw polifenolowych, za-
chodzacych podczas trawienia in vitro.

Material i metody badan

Materiatem do badan byty polifenole: kwas ferulowy i kwas p-kumarowy,
(+)katechina, hesperetyna i hesperydyna (7-rutynozyd hesperetyny) oraz kwercetyna
(Sigma-Aldrich, USA). Ze zwigzkéow tych przygotowywano roztwory o stezeniu
1 g/100 ml rozpuszczalnika, przy czym trzy pierwsze zwigzki rozpuszczano w 96-
procentowym (obj.) etanolu, hesperetyng i hesperydyne — w dimetylosulfotlenku,
DMSO (Chempur, Polska), a kwercetyng — w mieszaninie etanolu i DMSO (1 : 1).

Metoda trawienia in vitro

Do zakre¢canych probowek odmierzano po 0,5 ml roztworu polifenoli i zakwasza-
no do pH = 2 za pomocg roztworu HCI o st¢zeniu 0,5 M. Nastepnie dodawano 0,75 ml
wodnego roztworu pepsyny o aktywnosci 3440 U/mg (Sigma-Aldrich, USA) i dopel-
niano wodg redestylowang do obj¢tosci 3 ml. Probki inkubowano 2 h w temp. 37 °C,
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po czym neutralizowano za pomocg NaHCO; do uzyskania pH = 7. Nast¢pnie doda-

wano po 0,375 ml roztworu pankreatyny 1 z6tci, sporzadzonego z 66,7 mg pankreatyny

o aktywnosci 8 x USP (Sigma-Aldrich, USA) i 833,3 mg z6tci (Sigma-Aldrich, USA)

rozpuszczonych w 10 ml 0,1 M NaHCO;, po czym uzupeliano wodg redestylowang

do objetosci 5 ml. Probki ponownie inkubowano w Yazni wodnej (temp. 37 °C, 4 h)

i wirowano (1380 x g, 10 min). Supernatanty zlewano, a pozostatosci przeptukiwano

dwa razy trzema mililitrami wody redestylowanej, za kazdym razem mieszajac je

1 wirujgc. Pozostatosci po wirowaniu (osad) uzywano do symulacji trawienia w jelicie

grubym. Uzyskane supernatanty tgczono natychmiast i przenoszono do workow diali-

zacyjnych (Sigma-Aldrich, USA), po czym poddawano dializie wobec 50 ml buforu

fosforanowego (PBS) w tazni wodnej z wytrzasaniem (85 obr./min, temp. 37 °C, 3 h).

Zawartos¢ workoéw dializacyjnych (retentat) taczono z osadem pozostatym po wirowa-

niu na wczesniejszym etapie trawienia, alkalizowano do pH = 8 (za pomoca 1 M Na-

OH) i zaszczepiano mieszaning bakterii jelitowych (Bacteroides galacturonicus, Ente-

rococcus  caccae, Bifidobacterium  catenulatum, Ruminococcus — gauvreauii,

Lactobacillus sp., Escherichia coli) (DSMZ, Niemcy), symulujac procesy fermentacyj-

ne w jelicie grubym. Poczatkowa liczba bakterii w probce poddawanej fermentacji

wynosita 10° jtk/ml. Calo$é¢ wysycano gazem obojetnym (CO,) i inkubowano (temp.
37°C, 16 h) w warunkach anaerobowych, a nast¢pnie wirowano (1380 x g, 10 min).

W wyniku przeprowadzonego procesu trawienia uzyskano nastgpujace frakcje:

— supernatant — frakcja rozpuszczalna zwigzkoéw polifenolowych powstala po odwi-
rowaniu probki poddanej symulowanemu trawieniu enzymatycznemu w zotadku
i dwunastnicy,

— osad — frakcja nierozpuszczalna zwigzkoéw polifenolowych poddanych symulowa-
nemu trawieniu w zotadku i dwunastnicy, pozostato§¢ po odwirowaniu probki
poddanej trawieniu enzymatycznemu,

— retentat — pozostato$¢ po dializie, frakcja rozpuszczalna zwigzkoéw polifenolowych,
ktore nie podlegajg migracji przez membrang dializacyjna,

— permeat — bufor PBS (roztwor soli fizjologicznej) zawierajacy sktadniki, ktore
przeniknety przez membrany dializacyjne, frakcja rozpuszczalna zwigzkoéw polife-
nolowych wchtonietych przez nabtonek jelita cienkiego,

— pozostatos¢ po fermentacji — frakcja zwigzkow polifenolowych, ktéra pozostata po
trawieniu bakteryjnym osadu i retentatu w symulowanym jelicie grubym.

Okreslanie aktywnosci przeciwrodnikowej

Okreslenie aktywnosci przeciwrodnikowej wykonywano zgodnie z procedurg
opisang przez Tarko i wsp. [22], z wykorzystaniem aktywnego kationorodnika ABTS™
(2,2'-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian, Sigma-Aldrich, USA). Rodnik
ABTS™ byt generowany w reakcji chemicznej migdzy wodnym roztworem soli diamo-
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nowej (2,2'-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu, Sigma-Aldrich, USA) o ste-
zeniu 7 mM a peroksodisiarczanem(VI) potasu (K,S,0g, POCh, Gliwice) o stgzeniu
2,45 mM. Roztwor rodnika przetrzymywano przez 18 h w ciemnos$ci, w temp. 20 +
2°C, celem zakonczenia reakcji i ustabilizowania kationorodnika ABTS™. Stezony
roztwor rodnika rozcienczano do analiz buforem fosforanowym o pH 7,4 w taki spo-
sob, aby jego koncowa absorbancja, mierzona przy A = 734 nm, wynosita A = 0,70 £
0,02 (ABTS™). Do pomiaru uzywano spektrofotometru Beckman DU 650 (Beckman
Instruments, USA). Do 1 ml ABTS™; dodawano 100 pl odpowiednio rozcieficzonej
probki i po 6 min od wymieszania sktadnikoéw mierzono absorbancj¢. Zdolnos¢ prze-
ciwutleniajgcg probek obliczano na podstawie krzywej wzorcowej, wykonywanej kaz-
dorazowo z roztworéw syntetycznej witaminy E (Trolox — kwas (+)-6-hydroksy-
2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy, Sigma-Aldrich, USA), o st¢zeniach od
0 do 10 mg/100 ml.

Oznaczanie profilu zwigzkow polifenolowych metodg HPLC

Analize zwiazkow polifenolowych wykonywano przy uzyciu chromatografu
Flexar z detektorem UV-Vis (Perkin-Elmer, USA). Rozdzial prowadzono w kolumnie
Synergi Fusion RP-80A 200 x 4,6 mm (4 um) Phenomenex (Torrance, USA), termo-
statowanej w temp. 30 °C. Fazg ruchomg stanowity roztwor A (2,5-procentowy kwas
octowy) i roztwor B (acetonitryl).

Podczas oznaczania (+)katechiny, hesperetyny i hesperydyny (przy przeptywie
0,5 ml/min) stosowano programy elucji: gradientowy — liniowo od 5 % B do 20 % B
w ciggu 30 min, nastepnie liniowo 20 % B do 100 % B w ciagu 3 min, a w dalszym
ciagu izokratyczny — przez 7 min 100 % B i liniowo do 5 % B w ciagu 4 min. Kolumng
przemywano 5 % roztworu B.

Podczas oznaczania kwasu p-kumarowego i ferulowego (przy przeptywie
0,5 ml/min) stosowano procedure elucji: izokratycznie 20 % B (15 min), liniowo od 20
% B do 100 % B w ciagu 30 min, izokratycznie 100 % B przez 4 min, liniowo do 20 %
B w ciagu 3 min. Kolumne przemywano 20 % roztworu B.

W przypadku kwercetyny (przy przeptywie 1 ml/min) stosowano program elucji:
gradientowy — liniowo od 5 % B do 20 % B w ciggu 20 min, nastepnie liniowo 20 % B
do 100 % B w ciggu 10 min, izokratycznie 100 % B przez 3 min i liniowo do 5 % B
w ciaggu 4 min. Kolumne przemywano 5 % roztworu B.

Detekeje prowadzono przy dtugosciach fali: (+)katechina, hesperetyna i hespery-
dyna — A = 280 nm, kwas ferulowy i p-kumarowy — A = 325 nm; kwercetyna — A =
360 nm. Do ilo$ciowych oznaczen stosowano krzywe wzorcowe sporzadzone z odpo-
wiednich standardow: kwasu ferulowego, kwasu p-kumarowego, (+)katechiny, kwer-
cetyny, hesperetyny i hesperydyny (Sigma-Aldrich, USA).
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Analiza statystyczna wynikow

Oznaczenia wykonywano w minimum trzech powtorzeniach. Analize statystycz-
ng wynikéw wykonano za pomocg programu InStat v. 3.01 (GraphPad Softwere Inc.,
USA). W celu okreslenia istotno$ci rdéznic migdzy Srednimi przeprowadzono jedno-
czynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Normalnos¢ roz-
ktadu okreslono za pomoca testu Kotgomorowa-Smirnowa.

Wyniki i dyskusja

Doswiadczenia rozpoczeto od okreslenia aktywnos$ci przeciwutleniajacej wybra-
nych zwigzkoéw, nalezacych do réznych grup polifenoli, a nastepnie ich aktywnosci na
poszczegdlnych etapach trawienia w symulowanych warunkach (tab. 1).

Tabela 1. Aktywnosc¢ przeciwutleniajaca polifenoli na poszczegolnych etapach trawienia
Table 1.  Antioxidant activity of polyphenols at different stages of digestion

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca [g Troloksu/100 g]
Antioxidant activity [g Trolox/100 g]

Wyszczegdlnienie Pozostatos¢ po
Specification Polifenol | Supernatant Osad Retentat | Permeat fermentacji
Polyphenol | Supernatant | Sediment | Retentate | Permeate | Fermentation
residue

Kwas ferulowy | o350, 46 [ 42%207 | 129¢203 129202 |6.6°+09| 259403
Ferulic acid

Kwas p-k
Was PRUMAOWY ) 10632424 [10,5°+0,8 | 16002 |1,69+0,1 [82°+0,6| 50°=02
p-Coumaric acid

+)Katechi
(HRatechina | o0 o 56 | 08v405 | 120410 [119402]80°402| 26403
(+)Catechin
Kwercet ‘
WEICEYRE 1 93440453 | 132402 | 963°+2,0 [0,19£0,0(20°+£02| 0,77£0,0
Quercetin
Hesperet
OSPETEYNA 61,6 | 1,7°40,0 | 254°+0,7 [0,1920,0[2,1°20,1| 0870,
Hesperetin
Hesperyd
CPELYEYRA 1 3350104 | 42%+02 | 64°£00 |039+0.1|24°+0.1| 28°+0.1
Hesperidin

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; n = 3;

a - f — wartosci $rednie oznaczone roznymi literami w wierszach (w obrgbie analizowanego zwiazku)
rdznia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values in rows (within compound analyzed) and denoted
using different letters differ statistically significantly (p < 0.05).
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Najwyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajgca wykazata kwercetyna, najnizszg za$ —
hesperydyna. Podobne zalezno$ci przedstawili Robards i wsp. [17]. Wlasciwosci prze-
ciwutleniajgce flawonoidow sg $cisle zwigzane z pozycja 1 stopniem hydroksylacji
czagsteczki, gtdownie pierscienia B. Hesperetyna, ktora ma tylko jedna grupg hydroksy-
lowg w pierscieniu B, wykazuje niskg aktywnos¢. Natomiast flawonoidy z ugrupowa-
niem katecholowym charakteryzuja si¢ duza zdolnoscia przeciwutleniajagca. Kwercety-
na, oprocz ugrupowania katecholowego, ma rowniez wigzanie podwoédjne miedzy
weglami C2 1 C3, co dodatkowo zwicksza jej wlasciwosci przeciwutleniajgce [17].
Wsérdéd badanych fenolokwasow najwyzszg aktywno$cig charakteryzowat si¢ kwas
p-kumarowy. Z danych literaturowych [11, 23] wynika, ze glikozylacja flawonoidoéw
wplywa na obnizenie ich aktywnosci przeciwutleniajacej w stosunku do aglikonow, co
potwierdzono na przyktadzie hesperydyny i hesperetyny (tab. 1).

Po wybranych etapach symulowanego procesu trawienia oceniano zmiany zawar-
tosci poszczegodlnych zwigzkow (HPLC). Wyniki przedstawiono jako procent poczat-
kowej zawartosci polifenoli (tab. 2).

Tabela 2. Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych na poszczegoélnych etapach trawienia
Table 2. Content of polyphenol compounds at different stages of digestion

Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych [% poczatkowej zawarto$ci]
Wyszcezegolnienie Content of polyphenol compounds [% of initial content]
Specification Supernatant Osad Retentat | Permeat | Pozostalo$¢ po fermentacji
Supernatant | Sediment | Retentate | Permeate Fermentation residue
K ferul
Was TEHOWY g 0n 01 3510401 | 1,0°40,0 | 3,89<02 19.5¢+0.3
Ferulic acid
Kwas p-k
Was PRUMATOWY 1 5 304000 [473%+0,5 | 0,0°£0,0 | 0,2°+0,0 17,09+03
p-Coumaric acid
+)Katechi
(*)Katechina 159401 27,5404 | 00°£0,0 | 1,1*+£0,0 529201
(+)Catechin
K t
wercetyna 02°+£0,0 |964°+02] 0,0°+00 | 0,0°+0,0 0,0+ 0,0
Quercetin
H t
espereiyna 189401 [90,8°+02 | 0,1°£0,0 | 0,0°+0,0 02¢%0,0
Hesperetin
H d
espetydyna 0,5°+00 | 22°+0,0 | 0,0°+0,0 | 0,0°£0,0 129402
Hesperidin

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; n = 3;

a - ¢ — warto$ci $rednie oznaczone réznymi literami w wierszach (w obrgbie analizowanego zwiazku)
r6znig sig statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values in rows (within compounds analyzed) and deno-
ted using different letters differ statistically significantly (p < 0.05).
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Supernatant uzyskany po pierwszym etapie trawienia kwasu ferulowego zawierat
jedynie 8,2 % dawki poczatkowej, natomiast w osadzie (frakcja nierozpuszczalna) byto
g0 35 %. Moze to §wiadczy¢ o czgsciowym rozktadzie tego zwigzku w zotadku i dwu-
nastnicy. Po etapie symulujacym migracj¢ bierng w jelicie cienkim, w retentacie pozo-
stato tylko ok. 1 % poczatkowej ilosci kwasu ferulowego poddanego procesowi tra-
wienia, podczas gdy do permeatu przeszto blisko 4 %, co pozwala przypuszczaé, ze
kwas ferulowy w postaci niezmienionej moze by¢ biernie transportowany do organi-
zmu. W pozostatosci po fermentacji stwierdzono blisko 20 % poczatkowej zawartosci
badanego zwiazku, co oznacza, ze niemal potowa ilosci poddanej fermentacji (taczna
zawarto$¢ w osadzie i retentacie) ulegla rozktadowi pod wplywem enzymow bakteryj-
nych. Mozna zatem stwierdzi¢, ze pewna cze$¢ kwasu ferulowego podlega trawieniu
dopiero pod wptywem mikroflory jelitowej w jelicie grubym. Wyniki te znajdujg po-
twierdzenie w pomiarach aktywno$ci przeciwutleniajgcej roztwordw na poszczegol-
nych etapach trawienia. Potencjat przeciwutleniajacy kwasu ferulowego przed trawie-
niem wynosit 84 g Troloxu/100 g (tab. 1). Aktywno$¢ przeciwutleniajgca frakcji
nierozpuszczalnej (osad) po symulacji trawienia w zotadku 1 dwunastnicy byta stosun-
kowo niska (13 g Troloxu/100 g), co odpowiadato zaledwie 15 % poczatkowej aktyw-
nos$ci kwasu ferulowego, poddanego trawieniu. Tak niska aktywnos¢ wskazywataby na
rozpad kwasu ferulowego do pochodnych o nizszej zdolnosci wygaszania rodnika
ABTS". Z drugiej strony wykazano, Ze potencjal przeciwutleniajacy supernatantu by}
wyzszy niz by to wynikato z oznaczonej w nim zawartos$ci kwasu ferulowego. Po-
twierdza to, ze na etapie trawienia w zotadku i dwunastnicy powstajg prawdopodobnie
pochodne dobrze rozpuszczalne i o wyzszej aktywnosci przeciwutleniajacej niz tra-
wiony substrat. Na uwage zastuguje rowniez bardzo niski potencjal wygaszania wol-
nych rodnikow, obserwowany w probie po trawieniu z udziatem mikroflory jelitowe;.
Z literatury wiadomo, ze bakterie jelitowe rozktadaja kwas ferulowy np. do kwasu
4-hydroksy-3-metoksyhipurowego (wanilinowego) lub kwasu 3-hydroksy-3-
metoksyhipurowego [4]. Sa to pochodne o znacznie stabszym potencjale przeciwutle-
niajagcym od kwasu ferulowego [12]. Ich znaczna ilo$¢, powstata na skutek metaboli-
zmu bakteryjnego, wplyneta na bardzo niski potencjat przeciwutleniajacy pozostatosci
po trawieniu (na poziomie niecatych 3 % potencjatu poczatkowego), przy rownocze-
snej zawarto$ci kwasu ferulowego réwnej 19,5 % iloSci poczatkowe;.

Podobne zalezno$ci wykazano w przypadku drugiego z badanych fenolokwasow.
Zawarto$¢ kwasu p-kumarowego w supernatancie wynosita zaledwie 2,3 % ilosci po-
czatkowej, ale aktywnosc¢ przeciwutleniajaca tej frakceji odpowiadata az 10 % aktywno-
$ci roztworu kwasu przed trawieniem (tab. 1 i 2). Ponownie zatem, pod wplywem tra-
wienia w zotadku i dwunastnicy, z kwasu powstaly pochodne rozpuszczalne, ktore
przeszty do supernatantu o potencjale wygaszania rodnika ABTS™ wyzszym od po-
czatkowego kwasu. Z kolei w osadzie (frakcja nierozpuszczalna powstata po tym eta-
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pie trawienia) zawarto$¢ kwasu p-kumarowego zmniejszyta si¢ do 47,3 %, za$ aktyw-
nos$¢ przeciwutleniajgca do 15 %, co oznacza, ze powstate nierozpuszczalne pochodne
charakteryzowaly si¢ znaczgco nizszg aktywnoscig. Zawartos¢ badanego kwasu
w pozostatosci po fermentacji byla mniejsza o ok. 64 % niz w osadzie po trawieniu
i charakteryzowala si¢ niskg aktywnos$cig przeciwutleniajgca. Mozna zatem wniosko-
wac, ze bakterie jelita grubego takze metabolizujg kwas p-kumarowy do pochodnych
0 nizszym potencjale przeciwutleniajgcym.

Przyswajalnos¢ kwaséw fenolowych zalezy gtownie od formy, w jakiej dostaja
si¢ do uktadu pokarmowego. W badaniach [15, 16, 26] potwierdza si¢, ze ze wzgledu
na matg mas¢ czgsteczkowg kwasy ferulowy 1 p-kumarowy sg czg¢sciowo wchtaniane
z przewodu pokarmowego w niezmienionej postaci. Moga by¢ transportowane z zo-
tadka, gdyz niskie pH zotadka utatwia transport tych zwigzkow w formie niezdysocjo-
wanej poprzez mechanizm dyfuzji biernej. Z kolei w $rodowisku jelita cienkiego po-
chodne kwasu cynamonowego wystepuja w formie jonowej i jako takie moga by¢
aktywnie pobierane przez komorki nablonka jelitowego dzigki transporterom btono-
wym [15, 27]. W przypadku fenolokwasow po pierwszym etapie trawienia zaobser-
wowano wyzszg aktywnos¢ przeciwutleniajgca osadow niz supernatantow, co zwigza-
ne byto z wigksza zawartoscia tych zwigzkow we frakcjach nierozpuszczalnych.
Jednak réwniez potencjat przeciwutleniajgcy zebranych supernatantow byt stosunkowo
wysoki, co $wiadczy o rozktadzie badanych kwasow fenolowych w trakcie symulowa-
nego trawienia w zotadku i dwunastnicy do bardziej aktywnych, rozpuszczalnych po-
chodnych. Wykazano [4], ze kwasy fenolowe w jelicie cienkim nie sg catkowicie ab-
sorbowane. Moga wigc dociera¢ do jelita grubego, gdzie wywotuja liczne efekty
fizjologiczne lub ulega¢ dalszym przemianom pod wplywem rezydujacej tam mikro-
flory. Po etapie inkubacji z bakteriami jelitowymi, w probkach zaobserwowano
zmniejszenie zawartosci tych zwigzkdw, w poréwnaniu z osadem po pierwszym etapie
trawienia. Kwasy fenolowe sg zatem w pewnym stopniu metabolizowane przez mikro-
flore jelitowa.

Trawienie flawonoidow i ich biodostepnos¢ roznity sie istotnie (p < 0,05) w po-
rownaniu z fenolokwasami (tab. 2). W przypadku (+)katechiny zaobserwowano znacz-
ne zmniejszenie zawartosci tego zwigzku po pierwszym etapie trawienia. Pozostajgca
w osadzie (+)katechina stanowila prawie 28 % dawki poddanej procesowi trawienia,
za$ w supernatancie bylo jej jedynie 1,5 % poczatkowej zawarto$ci. Mimo tak mate;j
ilosci zwigzku oznaczanego w supernatancie (tab. 2) frakcja ta wykazywala umiarko-
wany potencjal przeciwutleniajacy (tab. 1) na poziomie ok. 10 % potencjatu
(+)katechiny przed trawieniem. Wedtug Spencera [19] monomeryczne flawan-3-ole,
do ktorych zalicza si¢ (+)kateching, sg stabilne w srodowisku zoladka. Jednak w ptynie
jelitowym, wraz z coraz bardziej alkalicznym odczynem, zwigzki te s tatwo utleniane
1 mogg tworzy¢ dimery, zwykle o silniejszym potencjale przeciwrodnikowym. Czg-
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steczka (+)katechiny zawiera 5 grup hydroksylowych, a jej biodostepnosc¢ jest stosun-
kowo niewielka ze wzglgdu na duzy rozmiar. Za potencjal przeciwutleniajacy permea-
tu odpowiadajg prawdopodobnie produkty rozpadu katechiny, ktére byly w stanie
przenikna¢ przez membrang. Blisko 1/3 katechiny poddanej trawieniu dociera do jelita
grubego, w ktorym ulega dziataniu bakterii jelitowych. Z badan Donovan i wsp. [6]
wynika, ze w jelicie zachodzi glukuronidacja i metylacja (+)katechiny. Enzymy bakte-
ryjne degraduja tez katechiny do prostszych czasteczek, gtéwnie do niskoczasteczko-
wych kwasow fenolowych. Zwigzki te rowniez wykazuja wtasciwosci przeciwutlenia-
jace i korzystnie dzialajg na organizm [25]. Udzial mikroflory w metabolizmie
katechin zostal potwierdzony takze przez inkubacj¢ in vitro z zawiesing ludzkich lub
zwierzgeych ekskrementow [1]. Z badan wlasnych wynika, ze po fermentacji z bakte-
riami jelitowymi zawarto$¢ (+)katechiny zmniejszyta si¢ pigciokrotnie w stosunku do
jej ilosci w osadzie, co potwierdza jej mikrobiologiczng degradacje.

Znacznie wigksza odpornoscig na trawienie w zotadku i dwunastnicy odznaczata
si¢ kwercetyna — az 96,4 % ilo$ci poddanej symulowanemu trawieniu przechodzito do
osadu (tab. 2). Osad charakteryzowal si¢ takze wysokim potencjatem przeciwutleniajg-
cym (tab. 1). Pozostale frakcje (supernatant, retentat, permeat i pozostato$¢ po fermen-
tacji) nie zawieraly w ogole kwercetyny, a ich aktywnos$¢ przeciwutleniajgca byta bli-
ska zeru. Uzyskane wyniki moga $wiadczy¢ o tym, ze kwercetyna, ktora dociera do
jelita grubego, jest w nim catkowicie degradowana przez bakterie. Spencer i wsp. [20]
stwierdzili, ze kwercetyna jest metabolizowana do tego stopnia, ze w krwioobiegu nie
wystepuje w postaci wolnej. Kwercetyna wystgpuje w tkankach niemal wylacznie
w formie glukuronidowe;j, sulfonowej i metylowej, co sugeruje, ze w warunkach in
vivo jej aktywnos$¢ biologiczna zalezy gtéwnie od metabolitow tego zwigzku [10]. We-
dtug Walle’a [24] glukuronidy i siarczany kwercetyny zachowujg aktywno$¢ przeciwu-
tleniajaca. Wykazano, ze kwercetyna i inne flawonoidy podlegaja metabolicznej kon-
wersji podczas wchianiania w komoérkach nablonka jelita przed dotarciem do watroby
[14]. Graf i wsp. [10] badali zawartos¢ kwercetyny w tkankach przewodu pokarmowe-
go. Wykazali oni, ze zotadek, jelito cienkie i grube zawieraja zarowno wolng kwerce-
tyng, jak i rdzne jej metabolity, co dowodzi, ze moze ona by¢ wchlaniana i aktywnie
metabolizowana w przewodzie pokarmowym. Nalezy wzig¢ pod uwagg, ze kwercetyna
w zywnosci najczes$ciej wystepuje w formie glikozydow. Jej aktywnos¢ przeciwutle-
niajgca zalezy wigc od pozycji oraz rodzaju grupy cukrowej dotaczonej do podstawo-
wej struktury [14]. Enzymy produkowane przez bakterie przewodu pokarmowego hy-
drolizujg niektoére flawonoidy i ich glikozydy. Prowadzg zatem do rozszczepienia
pierscienia i powstania produktéw, takich jak kwasy hydroksyfenylooctowy 1 hydrok-
syfenylopropionowy, ktore prawdopodobnie ulegaja wchtanianiu [7].

W wyniku trawienia in vitro do osadu przechodzito ponad 90 % poczatkowe;j ilo-
$ci hesperetyny. Odmienne wyniki uzyskano w przypadku hesperydyny, czyli 7-O-
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rutynozydu hesperetyny, gdyz w osadzie znajdowato si¢ jedynie 2 % ilosci poddanej
procesowi trawienia. Wyniki te wskazuja, ze hesperydyna ulega hydrolizie w Zotadku
ijelicie cienkim, podczas gdy hesperetyna jest metabolizowana tylko w niewielkim
stopniu. W permeacie uzyskanym po dializie hesperetyny nie wykryto jej obecnosci,
natomiast w retentacie byly sladowe ilosci tego zwigzku. Hesperydyna nie wystepowa-
ta w zadnej z tych frakcji. Podkresli¢ nalezy bardzo duzy ubytek hesperetyny (o 99 %)
na skutek aktywnos$ci mikroflory jelitowej. Bardzo zmalal rowniez potencjat przeciwu-
tleniajacy osadu poddanego dziataniu bakterii. Dowodzi to, ze metabolity powstajgce
w jelicie grubym pod wplywem rezydujacej w nim mikroflory charakteryzujg si¢
mniejszymi zdolno$ciami do wygaszania wolnych rodnikéw niz badany flawanon.
Odmienne wyniki uzyskano w przypadku hesperydyny. Zaréwno supernatant, jak
i osad, charakteryzowaty si¢ zblizong zdolnoscig do wygaszania wolnych rodnikow.
Potwierdza to, ze hesperydyna w kwasnym $rodowisku Zotadka i przy udziale enzy-
mow trawiennych byla rozktadana do bardziej aktywnych pochodnych, z ktorych czesé¢
przenikneta przez membrany dializacyjne. Na skutek metabolizmu mikroflory jelitowej
aktywnos$¢ przeciwutleniajgca frakcji hesperydynowej obnizyla si¢ dwukrotnie, wska-
zujac na jej udziat w trawieniu i wchtanianiu hesperydyny. Reszta cukrowa jest glow-
nym wyznacznikiem miejsca wchtaniania 1 biodostgpnosci flawonoidow, przy czym
biodostepnos¢ aglikonow jest kilkakrotnie wyzsza niz glikozydow [2, 3].

Uzyskane wyniki mozna wykorzysta¢ na przyktad podczas opracowywania prze-
ciwutleniajacych suplementow diety. Zastosowanie kwasow fenolowych umozliwia ich
metabolizm i wchtanianie juz na poczatkowych odcinkach przewodu pokarmowego.
Flawonoidy, szczeg6lnie w postaci aglikonow, sa metabolizowane gtownie przy udzia-
le mikroflory jelitowej. Dlatego takie suplementy nie powinny by¢ adresowane do 0osob
ze schorzeniami okreznicy. Wnioski z badan wlasnych mogtyby by¢ réwniez wska-
z6wka podczas planowania diet dla 0s6b z r6znymi schorzeniami uktadu pokarmowe-
go. Wprawdzie metabolizm czystych polifenoli r6zni si¢ od metabolizmu tych kompo-
nentow zwigzanych z matrycag zywieniowa, ale owoce i warzywa bogate w kwasy
fenolowe beda szybciej dostarczaty do krwiobiegu sktadnikéw przeciwutleniajacych
niz dania zasobne we flawonoidy.

Whioski

1. Trawienie wigkszosci wybranych zwigzkdéw polifenolowych rozpoczynato si¢ na
ctapie zotadka i dwunastnicy, a powstale pochodne wykazywaty wysoki potencjat
przeciwutleniajacy. Kwasy fenolowe 1 glikozydy byly tatwo metabolizowane
w gornych odcinkach przewodu pokarmowego.

2. Badane polifenole w réznym stopniu byly biernie transportowane przez membrany
dializacyjne. Najtatwiej migrowaly kwasy fenolowe, przypuszczalnie ze wzgledu
na male rozmiary czasteczek.
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3. Mikroflora jelitowa odgrywata istotng role podczas trawienia zwigzkow polifeno-
lowych, gtéwnie kwercetyny i1 hesperetyny, ktore w nieznacznym stopniu byty hy-
drolizowane przez kwas zotgdkowy i enzymy dwunastnicy.

4. Wiedza o miejscu trawienia polifenoli w przewodzie pokarmowym umozliwi pra-
widlowe projektowanie suplementéw diety oraz opracowywanie diet dla osob ze
schorzeniami gastrycznymi.

Praca zostata sfinansowana ze srodkow Narodowego Centrum Nauki, przyzna-
nych na podstawie decyzji numer DEC-2011/01/B/NZ9/00218.
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TRANSFORMATIONS OF POLYPHENOLIC COMPOUNDS IN SIMULATED HUMAN
GASTROINTESTINAL TRACT

Summary

Bioactivity of polyphenolic compounds after intake depends mainly on transformations in the gastro-
intestinal tract and the structure of the metabolites produced. The objective of the research study was to
determine the transformations of some selected polyphenolic compounds occurring during in vitro diges-
tion thereof. For the experiment, solutions of ferulic and p-coumaric acids, (+)catechin, quercetin, hesperi-
din and hesperetin were used. They underwent a simulated digestive process, and, at some selected stages,
the antioxidant activity (using a spectrophotometric method with ABTS<+ radical cation) was determined
and the contents were assayed of the compounds (with the use of a HPLC high-performance liquid chro-
matography). Of the analyzed compounds, quercetin was characterized by the highest antioxidant activity
(234 g Trolox/g). Hesperetin (aglycone) showed a higher antiradical activity than hesperidin, its rutino-
side. The digestion of the majority of polyphenols analyzed started in the stomach and duodenum, and the
derivatives produced had a high antioxidant potential. Phenolic acids were most digestion-prone in this
part of the gastrointestinal tract. Also, it was found that the glycosides (hesperidin) were significantly
decomposed by the gastric acid and duodenal enzymes. The polyphenols tested were characterized by
a varying degree of migration through the dialysis membranes. The phenolic acids passed more easily
through the membranes than the flavonoids; this fact could be related to a smaller size of the acid mole-
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cules. The intestinal bacteria used in the experiment impacted all the polyphenols analyzed and they sig-
nificantly affected the digestion of flavonoids, especially quercetin and hesperetin. In the stomach and
duodenum, those compounds were metabolized to a limited extent. On the other hand, the intestinal mi-

crobiota affected the phenolic acids to a lesser extent.

Key words: polyphenolic compounds, in vitro digestion, antioxidant activity, intestinal microflora B
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