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AKTYW NOŚĆ ANTYUTLENIAJĄCA ZW IĄZKÓW  
FENOLOW YCH EKSTRAHOW ANYCH RÓŻNYM I 

ROZPUSZCZALNIKAM I Z KALAFIORA

S t r e s z c z e n i e

Związki fenolowe ekstrahowano z handlowego, mrożonego kalafiora firmy Hortex. Zastosowano 
cztery układy rozpuszczalników: aceton-woda, etanol-woda, metanol-woda (4:lv/v) oraz metanol-woda 
(1:1 v/v), w czasie 15, 30, 45 i 60 min. Zawartość związków fenolowych zależna była od zastosowanego 
w procesie ekstrakcji układu rozpuszczalników i czasu jej trwania.

Wszystkie ekstrakty wykazały najwyższą aktywność antyutleniąjącą po dwudziestoczterogodzinnej 
inkubacji z kwasem linolowym. Nie znaleziono prostej zależności pomiędzy poziomem związków feno
lowych w ekstraktach a ich aktywnością antoksydacyjną.

Wstęp

Żywność pochodzenia roślinnego, obok podstawowych składników energetycz
nych, witamin i związków mineralnych, dostarcza organizmowi wielu metabolitów 
wtórnych. Wśród nich znajdują się związki fenolowe. W ostatnich latach uwaga bada
czy zwrócona jest na specyficzne oddziaływania tych związków, a szczególnie ozna
czanie ich właściwości antyutleniających [1, 3, 13, 16, 17, 22, 23], Organizm człowie
ka narażony jest bowiem na działanie wolnych rodników pochodzących ze źródeł we
wnętrznych (oddychanie komórkowe) i zewnętrznych -  promieniowanie ultrafioletowe 
i jonizujące, zanieczyszczenia powietrza, niektóre leki czy niewłaściwie przetwarzane 
lub przechowywane produkty żywnościowe. Podstawowy enzymatyczny system 
obronny organizmu, do którego zaliczamy dysmutazę ponadtlenkową SOD 
(E.C. 1.15.1.1), katalazę (E.C. 1.11.1.6) i peroksydazy: glutationową (E.C.1.11.1.9) i 
askorbinianową (E.C. 1.11.1.11), jest wspomagany działaniem przeciwutleniaczy nie-
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enzymatycznych takich jak: tokoferole, karotenoidy, kwas askorbinowy, polifenole. 
Substancje te mogą podobnie jak enzymy spełniać rolę inhibitorów zapobiegawczych, 
głównie poprzez chełatowanie jonów metali przejściowych lub przerywać reakcję łań
cuchową poprzez dezaktywację aktywnych wolnych rodników.

Celem niniejszej pracy było zbadanie efektywności czterech różnych układów 
rozpuszczalników w procesie ekstrakcji związków fenolowych z kalafiora i oznaczenie 
właściwości antyutleniających wyizolowanych związków.

Materiał i metody badań

Materiałem do badań był handlowy mrożony kalafior firmy „Hortex”. Po dokład
nym rozdrobnieniu surowca i uzyskaniu średniej próby sporządzano 3g naważki, z 
których ekstrahowano związki fenolowe czterema układami rozpuszczalników: ace- 
ton-woda, etanol-woda, metanol-woda (4:lv/v) oraz metanol-woda (1:1 v/v), w czasie
15, 30, 45 i 60 min. Proces przeprowadzano trzykrotnie w wytrząsarce, w temperaturze 
pokojowej, osad każdorazowo odwirowywano (10 min, 3000 obr./min). Uzyskane 
ekstrakty łączono i uzupełniano do objętości 100 ml. Poziom związków fenolowych 
oznaczano spektrofotometrycznie z odczynnikiem Folin-Ciocalteau [18], stosując jako 
wzorzec kwas chlorogenowy.
Właściwości antyutleniające oznaczano metodą Lingherta i wsp. [11] wobec kwasu 
linolowego, prowadząc inkubację przez 6, 12, 18, 24 i 30 godzin.
Aktywność antyutleniającą (AOA) obliczano z równania:

AOA = [AA234(k) ~ AA234(p) ] / AA234(k)
gdzie:

AA234(kj- wzrost absorpcji podczas inkubacji w próbie kontrolnej,
AA234(P) -  wzrost absorpcji próby badanej.

Wyniki i dyskusja

Zawartość związków fenolowych wahała się w granicach od 113 do 192 mg/100g 
świeżej masy i uzależniona była od czasu trwania procesu i zastosowanego do ekstrak
cji układu rozpuszczalników (tab. 1). Najwięcej związków fenolowych uzyskano sto
sując etanol z wodą, po trzydziestu minutach trwania procesu. W przypadku stosowa
nia acetonu z wodą już po piętnastu minutowej ekstrakcji wyizolowano maksymalną 
ilość związków fenolowych, natomiast w przypadku stosowania układów zawierają
cych metanol, poziom związków fenolowych w otrzymanych ekstraktach wzrastał, 
wraz z wydłużaniem czasu trwania procesu. Liczne dane literaturowe potwierdzają 
fakt, że poziom związków fenolowych uzależniony jest od gatunku rośliny, fazy jej 
rozwoju i metody hodowli [1, 4, 8, 26]. Mało jest natomiast danych o skuteczności 
stosowania zmiennych układów ekstrakcyjnych -  w większości badań do izolowania
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związków fenolowych stosowany jest układ metanol-woda 1:1, natomiast do wyod
rębniania związków o właściwościach przeciwutleniających aceton-woda 4:1. Na pod
stawie wyników uzyskanych w niniejszej pracy stwierdzono, że najlepszym układem 
do izolowania związków fenolowych z kalafiora był etanol z wodą 4:1.

Tabe l a  1

Zawartość związków fenolowych (mg/100g świeżej masy) wyekstrahowanych z kalafiora różnymi ukła
dami rozpuszczalników.
The content o f phenol compounds (mg/100g fresh matter) extracted from cauliflower by different solvent 
systems.

Układ rozpuszczalników 
Solvent system

Zawartość związków fenolowych / Phenol compounds content 
Czas ekstrakcji / Extraction time

15 min 30 min 45 min 60 min
Aceton-woda 4:1 

Acetone-water 4:1 125 117 115 113

Etanol-woda 4:1 
Ethanol-water 4:1 180 192 187 167

Metanol- woda 4:1 
Methanol-water 4:1 144 164 178 178

Metanol-woda 1:1 
Methanol-water 1:1 127 152 158 181

Natomiast Amarowicz i wsp. [2], analizując skuteczność różnych ekstrahentów w pro
cesie izolowania związków fenolowych z nasion soczewicy, otrzymali ponad dwu
krotnie wyższą ich zawartość w ekstraktach po zastosowaniu układu aceton-woda (8:2 
v/v) niż w ekstraktach po użyciu w tym samym stosunku objętościowym mieszanin 
metanol-woda i etanol-woda. Cytowane dane i wyniki tej pracy dowodzą, jak ważnym 
czynnikiem z analitycznego punktu widzenia jest dobór odpowiednich układów roz
puszczalników do prowadzenia ekstrakcji. Istotne znaczenie ma również czas jej trwa
nia -  w przypadku najefektywniej działających układów (roztwory acetonu i etanolu), 
czas potrzebny do wyizolowania maksymalnej ilości związków fenolowych był o po
łowę krótszy, niż po zastosowaniu roztworów metanolu. Spadek zawartości fenoli 
wraz z wydłużaniem czasu ekstrakcji mógł być spowodowany ich częściową koprecy- 
pitacją.

Związki fenolowe występujące w żywności pochodzenia roślinnego przez wiele 
lat uważane były za substancje przeciwżywieniowe, z uwagi na ich łatwość utleniania 
do chinonów, które z kolei polimeryzują do związków wielkocząsteczkowych, a w 
obecności amin ulegają przemianom do melanin. Niekorzystna jest również możliwość 
tworzenia kompleksowych połączeń fenoli z białkami, gdyż przez tę zdolność polife- 
nole mogą inaktywować działanie enzymów [15]. Te same cechy polifenoli, które są 
podstawą ich ujemnych oddziaływań, a szczególnie włączanie się do reakcji redoks i
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reagowanie z rodnikami, stanowią podstawę do stosowania związków fenolowych jako 
przeciwutleniaczy.

Otrzymane wielkości aktywności antyutleniającej uzależnione były od czasu in
kubacji z kwasem linolowym. Po kilkugodzinnym procesie, niezależnie od układu 
ekstrahującego, nie otrzymano żadnych efektów antyutleniających. Właściwości takie 
uzyskano dopiero po dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z kwasem linolowym (rys. 
1-4). Mało jest w literaturze danych o poziomie związków aktywnych biologicznie w 
kalafiorze. Zarówno wyniki uzyskane w tej pracy, jak i wcześniejsze badania [5], do
tyczące analizowania aktywności inhibitorów enzymów proteolitycznych izolowanych 
z wybranych warzyw, wskazują na obecność w kalafiorze związków o specyficznym 
oddziaływaniu W cytowanej pracy, ekstrakty inhibitorów proteaz wyizolowane z kala
fiora hamowały działanie trypsyny i pepsyny, natomiast w przypadku pankreatyny 
wykazały odwrotną zależność -  zamiast inaktywować ten enzym powodowały wzrost 
jego aktywności. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy (działanie prooksydacyjne po 
krótszych czasach inkubacji) również wskazały na potrzebę izolowania z kalafiora i 
określania właściwości związków odpowiedzialnych za te specyficzne oddziaływania.
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R ys.l. Wpływ czasu inkubacji na właściwości antyutleniające związków fenolowych kalafiora 
wyekstrahowanych układem rozpuszczalników aceton-woda 4 :1 

Fig.l. The effect o f  incubation time on antioxidative activity (AOA) o f cauliflower phenol compounds 
extracted acetone -water solvent system 4:1.

Otrzymane wartości liczbowe efektów antyutleniających trudno jest porównywać z 
wynikami uzyskanymi przez innych autorów, gdyż w badaniach stosowane są różno
rodne surowce i różne metody analityczne. Aktywność antutleniająca oznaczana jest w 
oparciu o hamowanie reakcji samoutlenienia kwasu linolowego w układzie alkohol- 
woda [21, 25], utlenianie kwasu linolowego nadtlenkiem wodoru i badanie wpływu 
otrzymanych produktów na szybkość degradacji P-karotenu [1, 3, 22, 24], hamowanie



62 Barbara Baraniak, Anna Krzepilko, Małgorzata Stryjecka

S -a

J i l
o  o  j; ^ •5 o 

6

cs 2

■s :st>i ^

■§<
a<

Rys. 2. Wpływ czasu inkubacji na właściwości antyutleniające związków fenolowych kalafiora wyeks
trahowanych układem rozpuszczalników etanol-woda 4:1.

Fig. 2. The effect o f  incubation time on antioxidative activity (AOA) o f  cauliflower phenol compounds 
extracted ethanol-water solvent system 4:1.

Rys. 3. Wpływ czasu inkubacji na właściwości antyutleniające związków fenolowych kalafiora 
wyekstrahowanych układem rozpuszczalników metanol-woda 4:1.

Fig. 3. The effect o f  incubation time on antioxidative activity (AOA) o f cauliflower phenol compounds 
extracted methanol -water solvent system 4:1.

fotoutleniania kwasu linolowego w obecności sensybilizatorów [6, 10], utlenianie es
trów kwasu linolowego przez wolne rodniki wytwarzane w wyniku rozpadu 2,2’- 
azobis (2,4-dimetylowaleronitrylu) [6, 13, 20]. Stosowana jest także metoda utleniania 
fosfatydylocholiny przez jony żelaza i kwas askorbinowy [14]. Określane jest również
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hamowanie procesu utleniania lipoprotein jonami miedzi czy żelaza i kwasem askorbi
nowym [7, 23]. Często badana jest zdolność „zmiatania” wolnych rodników, genero
wanych z kwasu 2,2’-azobis-(3-etylobenzotiazolo-6sulfonowego) [19, 27] lub z 1,1 
difenylo-l-pikrylohydrazylu [6, 12, 24, 28], Właściwości antyoksydacyjne są ozna
czane również poprzez pomiar efektywności inhibitowania aktywowanej chemilumini- 
scencji wolnych rodników [6, 16, 17].

Rys. 4. Wpływ czasu inkubacji na właściwości antyutleniające związków fenolowych kalafiora wyeks
trahowanych układem rozpuszczalników metanol-woda 1 :1 

Fig. 4. The effect o f  incubation time on antioxidative activity (AOA) o f cauliflower phenol compounds 
extracted methanol -water system 1:1

Ta różnorodność metod oznaczania właściwości antyutleniających wynika z róż
nych mechanizmów działania czynników utleniających, do których zaliczamy wolne 
rodniki (hydroksylowy, anion nadtlenkowy, tlenek azotu, rodniki lipidowe), tlen sin- 
gletowy, nadtlenek wodoru czy kwas podchlorawy. Najaktywniejsze w działaniu są 
formy wolnorodnikowe, niemniej jednak i inne połączenia tlenu łatwo ulegają reak
cjom, w wyniku których powstają bardzo aktywne rodniki. Również aktywność anty- 
utleniaczy warunkowana jest ich strukturą i interakcjami z innymi składnikami. Do
wodzą tego porównania efektów antyutleniających oznaczonych tą samą metodą w 
ekstraktach uzyskanych z tego samego surowca, ale innym układem rozpuszczalników 
otrzymane w niniejszej pracy, jak również rezultaty otrzymane przez innych badaczy 
[10, 19],

Powszechnie uważa się, że za właściwości antyutleniające ekstraktów izolowa
nych z surowców roślinnych rozpuszczalnikami organicznymi odpowiedzialne są w 
głównej mierze związki fenolowe. Thushida i wsp. [22], analizując ekstrakty z czter
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dziestu trzech gatunków warzyw, stwierdzili wyższą aktywność antyutleniającą wa
rzyw o większej zawartości związków fenolowych. Podobne rezultaty otrzymali Luga- 
si i wsp. [12] oraz Drużyńska [9],

W niniejszej pracy nie znaleziono takich zależności (rys. 5). Tylko po zastosowa
niu acetonu z wodą ekstrakt najzasobniejszy w związki fenolowe wykazał największą 
aktywność antyutleniającą po dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z kwasem linolo
wym. Podobnie Amarowicz i wsp. [3], porównując aktywność antyoksydacyjną aceto
nowych ekstraktów z nasion różnych roślin strączkowych, również nie znaleźli jej 
prostej zależności od poziomu związków fenolowych.
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Rys. 5. Zależność pomiędzy aktywnością antyoksydacyjna ekstraktów a zawartością związków fenolo
wych wyekstrahowanych w zróżnicowanych warunkach z kalafiora (czas inkubacji 24 godz.). 

Fig. 5. The relationship between antioxidative activity o f extracts and the content o f polyphenols ex
tracted varius conditions from cauliflower (incubation time 24 h).

Wnioski

1. Ilość wyekstrahowanych związków fenolowych była zależna od zastosowanego 
układu rozpuszczalników i czasu trwania ekstrakcji.

2. Ekstrakt otrzymany mieszaniną metanol-woda (1: lv/v) charakteryzował najniższy 
poziom związków fenolowych.

3. Największą aktywność antyutleniającą wykazały ekstrakty otrzymane po trzydzie- 
stominutowej ekstrakcji i dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z kwasem linolo
wym w odniesieniu do wszystkich testowanych układów rozpuszczalników.
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4. Aktywność antyutleniająca ekstraktów z kalafiora nie była uzależniona od pozio
mu związków fenolowych i pozostałych substratów reakcji z odczynnikiem Folin- 
Ciocalteu.
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ANTIOXIDATIVE ACTIVITY OF PHENOL COMPOUNDS EXTRACTED BY DIFFERENT  
SOLVENT SYSTEMS FROM CAULIFLOWER

S u m m a r y

Phenol compounds were extracted from commercial frozen cauliflower (Hortex company) using 
acetone-water, ethanol-water, methanol-water (4:1 v/v) and methanol-water (1:1 v/v) solvent system. The 
amount o f  phenol compounds was depended on the solvent system used in extraction process and on the 
extraction time.

The antioxidant activity o f  all extracts was the highest after 24-hour incubation with linoleic acid. 
The results do not confirm the correlation between the phenol content in obtained extracts and their anti
oxidant activity. ^


