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Antioxidant activity of phenolic acids of spring barley

ABSTRACT. The grains of three cultivars of spring barley (Rodos, Rambo, Start) were examined. In
these grains phenolic acids were identified and their content — ferulic, vanillic, p-cumaric and
caffeic — was determinated too. The antioxidant properites of phenolic acids were examined using
free radical scavenging method against stable 2.2-diphenyl-1-pikrylhydrazyl radical (DPPH").
Antiradical efficiency of phenolic acids depended on time of reaction and genotype properties.
Results of phenolic acids content in the studied cultivars grains correlated with their extracts ac-
tivity. Kernels of Start and Rodos cv. with higher content of pherulic, p-coumaric and caffeic acids
were also characterized by higher antioxidant activity as compared to Rambo cv.
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Zwiazki fenolowe stanowia szeroko rozpowszechniona w swiecie roslin gru-
pe metabolitow wtérnych majacych pozytywny wplyw na ludzkie zdrowie. Na
szczeg6lna uwage zastuguja funkcje biologiczne tych zwiazkow, wyrazajace sig
aktywnoscia antyoksydacyjna i antyrodnikowa, dlatego tez wraz z karotenoida-
mi, tokoferolami i witaming C zaliczane sa one do naturalnych sktadnikéw zyw-
nosci o charakterze przeciwutleniaczy [Peterson 2001]. Wiasciwosci antyoksy-
dacyjne tych zwiazkéw polegaja na eliminowaniu reaktywnych form tlenu, blo-
kowaniu (zmiataniu) wolnych rodnikéw (najczesciej nadtlenkowych, hydroksy-

Annales UMCS, Sec. E, 2005, 60, 263-269.



264 E. Makarska, M. Michalak

lowych i hydroksynadtlenkowych), inhibicji enzyméw z grupy oksydaz oraz
chelatowaniu jonéw metali (zelaza, miedzi). Przeciwutleniacze chronia w ten
spos6b organizm czlowieka przed stresem oksydacyjnym i zapobiegaja rozwo-
jowi chordb, m.in. miazdzycy naczyn, oraz zmianom nowotworowym [Zielinski,
Koztowska 2000; Hollman 2001; Rosicka-Kaczmarek 2004]. Ziarno zbdz bogate
jest w zwiazki fenolowe, gtéwnie kwasy fenolowe, tj. kwas ferulowy, wanilino-
wy, p-kumarowy oraz kawowy [Kéhkonen i in. 1999; Peterson 2001]. Sposrod
kwaséw fenolowych w najwigkszej ilosci wystgpuje kwas ferulowy, potaczony
za pomoca wigzania estrowego z reszta oO-L-arabinozy tancucha arabinoksyla-
nowego roslinnej §ciany komdrkowej [Zupfer i in. 1998]. Wigkszo$¢ polifenoli,
w tym kwasy fenolowe, wystgpuje w zewngtrznej warstwie ziarniaka [Maillard,
Berset 1995; Zupfer i in. 1998; Peterson i in. 2001]. Podczas proceséw techno-
logicznych zostaje ona usunig¢ta wraz z tuska, powodujac obniZenie potencjal-
nych wtasciwosci antyoksydacyjnych koncowego produktu przemiatu [Wotoch,
Pisulewski 2003].

Celem podjetych badan byta identyfikacja i analiza ilo$ciowa kwaséw feno-
lowych wyizolowanych z ziarna wybranych odmian jgczmienia jarego oraz
okreslenie aktywnosci antyutleniajacej ekstraktéw tych zwiazkéw z wykorzysta-
niem odczynnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (rodnik DPPH").

METODY

Materiat do badan stanowily ziarniaki trzech oplewionych odmian jeczmienia
jarego (Rodos, Rambo, Start), pochodzacych z do§wiadczenia polowego zlokali-
zowanego w GD Czestawice, nalezacym do AR w Lublinie. Uprawg roli prowa-
dzono w sposéb typowy. Nawozenie w kg czystego sktadnika na 1 ha wynosito:
N -60, P-31, K- 75, raz na trzy lata stosowano obornik w ilo$ci 30 t/ha. Ziar-
no przed siewem zaprawiono preparatem Funaben T (200 g/100 kg nasion). W
ochronie chemicznej zastosowano: Aminopielik D (3 1/ha), Flordimex TH (2,5
I/ha), Decis 25 EC (0,25 1/ha), Tilt (0,5 1/ha), Alert (1 I/ha).

Ekstrakcje i hydrolize zwiazanych estrowo kwaséw fenolowych w analizo-
wanym ziarnie jeczmienia jarego przeprowadzono zgodnie z metoda podana
przez Maillard i Berset [1995]. Nawazki maki 0,5 g hydrolizowano z 2 mol Na-
OH w temperaturze pokojowej przez cztery godziny. Mieszaning zakwaszono
2 mol HCl i ekstrahowano 3-krotnie octanem etylu. Zgromadzony ekstrakt odpa-
rowano do sucha w temperaturze 40°C. Pozostato§¢ po odparowaniu rozpusz-
czono w metanolu. Ekstrakt oczyszczono, stosujac nylonowy filtr (0,45 wm).
Jedna cze$¢ ekstraktu wykorzystano do badan wlasciwosci antyoksydacyjnych,
a druga analizowano pod wzgledem ilo$ciowym i jako$ciowym za pomoca me-
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tody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) na aparacie firmy Kna-
uer WellChrom z detektorem UV — VIS (detekcja 280 nm). Do identyfikacji
stosowano wzorce kwaséw fenolowych firmy Sigma.

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow kwaséw fenolowych oznaczono
metoda z rodnikiem DPPH" (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) firmy Sigma, opie-
rajac si¢ na metodzie opisanej przez Sanchez-Moreno i in. [1998].

Do 0,1 ml ekstraktu dodawano 3,9 ml rodnika o stezeniu 6 10 mol/dm’
(roztwdr wyjsciowy) i mierzono warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali A=515
nm w S-minutowych odstgpach.

Na podstawie przygotowanych roztworéw DPPH® o stezeniach od 14107
mol/dm’ do 6+10” mol/dm’ sporzadzono krzywa wzorcowa. Aktywno$é¢ antyok-
sydacyjna wyrazong jako procent inhibicji, obliczono wg wzoru:

Inhibicja % = [(ACo — AAt) / ACo] «100

ACo — absorbancja proby kontrolnej w czasie 0; AAt — absorbancja badanej proby mierzona co 5
minut przez 40 minut. Powyzsze oznaczenia wykonano w trzech powtdrzeniach.

WYNIKI

Ze wzgledu na skale spozycia znaczacym zrédlem antyoksydantéw moga
by¢ produkty zbozowe, bogate m.in. w kwasy fenolowe [Kdhkonen i in. 1999;
Zielinski, Koztowska 2000; Peterson i in. 2001]. Na koncentracje tych zwiazkéw
moga wplywa¢ wtasciwosci odmianowe, rok zbioru, a takze lokalizacja uprawy
[Lempereur i in. 1997; Zupfer i in. 1998; Emmons, Peterson 2001].

Antyoksydacyjne wiasciwosci kwaséw fenolowych oznaczano metoda pole-
gajaca na badaniu spadku warto$ci absorbancji zachodzacych podczas reakcji
redukcji stabilnego wolnego rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH")
przez ekstrakty kwaséw wyizolowanych z ziarna [Sanchez-Moreno i wsp. 1998].

Wyizolowane z ziarna trzech odmian jeczmienia kwasy fenolowe wykazywa-
ly zréznicowang zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikéw, przy czym
najwyzsza aktywnos$cia cechowata si¢ odmiana Rodos (ryc. 1). Aktywno$¢ anty-
oksydacyjna kwaséw fenolowych tej odmiany wyrazona jako % inhibicji byta
najwyzsza i w koncowym czasie inkubacji wynosita 24,5 % (ryc. 2).

Podczas calego okresu inkubacji kwaséw fenolowych z DPPH" zdolno$¢ do
hamowania reakcji rodnikowej byla intensywniejsza w ciagu pierwszych 20
minut, kiedy stwierdzono wyrazne obnizenie stezenia DPPH" (ryc. 1). Odpowia-
dat temu wzrost aktywnosci antyutleniajacej (jako procent inhibicji) od 5,5 do
19,6 % (ryc. 2). Wyniki te potwierdzajq badania innych autoréw, wykazujace, ze
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Rycina 1. Wptyw ekstraktéw metanolowych kwaséw fenolowych z ziarna 3 odmian jgczmienia
jarego na stgzenie DPPH® w czasie reakcji (+ odchylenie standardowe n=3)
Figure 1. Influence of methanolic extracts of phenolic acids from the grains of 3 cultivars of spring
barley on DPPH concentration in the time of reaction (+ standard deviation n=3)

obnizenie stezenia DPPH® wobec roslinnych antyoksydantéw dobrze charaktery-
zuje zwlaszcza poczatkowe tempo reakcji [Peterson i in. 2002].

Po hydrolizie alkalicznej kwaséw fenolowych z formy estrowej przeprowa-
dzono jako$ciowa i ilo$ciowq analizg ekstraktéw tych kwaséw metoda HPLC.
Zawarto$¢ zidentyfikowanych kwaséw fenolowych przedstawia tabela 1. Spo-
sréd kwaséw fenolowych w najwigkszej ilosci wystapit kwas ferulowy, ktérego
stgzenie w badanych odmianach jgczmienia jarego byto zréznicowane i miescito
si¢ w zakresie od 382,4 mg (Rambo) do 481,2 mg w 1 kg ziarna w odmianie
Start. Zblizone wyniki przedstawili Zupfer i in. [1998], oznaczajac $rednia za-
warto$¢ tego kwasu w kilku odmianach jgczmienia na poziomie 477,5 mg/kg
ziarna oraz Klepacka i in. [2001], uzyskujac 401,2 mg kwasu ferulowego w ki-
logramie ziarna pszenicy. Z badan Lempereur i in. [1997] wynika, Ze zawarto$¢
tego kwasu w polaczeniach estrowych ksztattuje si¢ na poziomie 870 mg/kg
ziarna. Réznice w zawartosci kwasu ferulowego w cytowanych pracach moga
by¢ uwarunkowane czynnikami genetycznymi, srodowiskowymi oraz réznymi
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procedurami analitycznymi. Sposréd odmian jeczmienia analizowanych w ni-
niejszej pracy Start wyrdzniala si¢ najwyzsza zawartoscia kwasu ferulowego,
wanilinowego i kumarowego w ziarnie, natomiast najnizsza zawartoscia zidenty-
fikowanych kwaséw, z wyjatkiem wanilinowego, odznaczata si¢ odmiana Ram-
bo (tab. 1). Wyniki zawartoséci kwaséw fenolowych w ziarnie badanych odmian
korelowaly z aktywnoscia antyutleniajaca ich ekstraktéw. Ziarniaki odmian Start
i Rodos o wyzszej zawartosci kwaséw: ferulowego, p-kumarowego i kawowego
w poréwnaniu z odmiang Rambo wykazywaly takze wyzszy efekt antyoksyda-
cyjny tych zwiazkéw.
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Rycina 2. Wplyw czasu inkubacji na aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow kwaséw fenolowych
z ziarna 3 odmian jgczmienia jarego wobec DPPH*® (+ odchylenie standardowe n = 3)
Figure 2. Influence of incubation time on antioxidant activity of extracts of phenolic acids
from the grain of 3 cultivars of spring barley against DPPH® (+ standard deviation. n = 3)

Wyniki uzyskane w niniejszym opracowaniu potwierdzaja badania innych
autoréw, wykazujace dodatnia korelacjg aktywno$ci przeciwutleniajacej zwiaz-
kéw fenolowych zbdz z ich zawartos$cia [Maillard i in. 1996; Zielinski, Koztow-
ska 2000].

Ze wzgledu na ztozony mechanizm neutralizowania wolnych rodnikéw w
r6znych surowcach roslinnych nie zawsze potwierdza si¢ jednak korelacja po-
migdzy zawarto$cia kwaséw fenolowych a ich aktywnoscia antyutleniajaca
[Brand-Williams i in. 1995; Tagashiro i in. 1995].
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Tabela 1. Zawartos¢ kwaséw fenolowych w ziarnie 3 odmian jeczmienia jarego
(£ odchylenie standardowe n=3)
Table 1. Content of phenolic acids in grain of 3 cultivars of spring barley
(£ standard deviation. n=3)

Kwasy fenolowe Odmiany Cultivars
Phenolic acids Rodos Rambo Start
(mg/kg)
K ferul

was ferdiowy 455,413 8 382,4£19,7 481,2+10,1
Ferulic acid
Kwas wanilinowy 56,60,3 57,420, 4 65.620,1
Vanillic acid
Kwas p-kumarowy 30,940,7 272418 35,142,6
P-cumaric acid
Kwas kawowy

+ + +

Caffeic acid 13,3114 10,643,2 11,3114

W badaniach nad zawartoscig i aktywnoS$cia antyutleniajaca zwiazkéw feno-
lowych owsa Emmons i Peterson [2001] stwierdzili istotny wptyw odmiany oraz
miejsca uprawy na poziom kwaséw fenolowych. Podobne wnioski wyciagneli
Lempereur i in. [1997] w przypadku kwasu ferulowego w pszenicy. Wymienieni
autorzy nie odnotowali natomiast istotnego wptywu tych czynnikéw na wiasci-
wosci antyoksydacyjne analizowanych zwiazkéw.

WNIOSKI

1. Badane ziarniaki jeczmienia charakteryzowal zr6znicowany poziom ziden-
tyfikowanych kwaséw fenolowych, zalezny od wlasciwosci odmianowych.

2. Wiasciwosci antyutleniajace kwaséw fenolowych zalezaly od czasu trwa-
nia reakcji oraz cech genotypowych jeczmienia jarego.

3. Ziarniaki odmian Start i Rodos, o wyzszej zawartosci kwasow: ferulowe-
go, p-kumarowego i kawowego w poréwnaniu z odmiana Rambo, wykazywaty
takze wyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna ekstraktéw tych zwiazkow.
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