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Wplyw gotowania na sktad 1 aktywno$¢ antyoksydacyjna kwasow
fenolowych wyizolowanych z brokutu

The effect of cooking on composition and antioxidant activity of phenolic acids isolated
from broccoli

ABSTRACT. The aim of the paper was to evaluate the effect of hydrothermal treatment on total
content and antioxidant activity of phenolic acids isolated from broccoli. The polyphenol com-
pounds were extracted from fresh and frozen broccoli (before and after boiling) with 50% metha-
nol. After removing the solvent under reduced pressure the phenolic acids were extracted with
diethyl ether:ethyl acetate (1:1) mixture from water extract. The obtained extracts were chroma-
tographed on a Sephadex LH 20 column. The total phenolic acids content and their ability of
inhibiting linoleic acid autooxidation was determined. A similar analysis was conducted of the
water residue after boiling. In the extract obtained from raw fresh broccoli the synapic, ferulic,
caffeic and syringic acids were identified. All phenolic acids were identified in the extracts from
boiled broccoli and in the water residue. The raw frozen broccoli include synapic, ferulic, caffeic
and syringic acid. All phenolic acids were identified in water residue, whereas the boiled frozen
broccoli included only ferulic and syringic acid. The phenolic acids content decreased (80%) after
cooking raw unfrozen broccoli. The water residue from fresh broccoli had a higher the phenolic
acids content than the water residue from frozen vegetable. Samples obtained from raw broccoli
were characterized by a lower ability of inhibiting linoleic acid autooxidation than samples ob-
tained from boiled unfrozen vegetable. A reverse dependence was observed for samples obtained
from frozen broccoli. The water residue from unfrozen broccoli was characterized by the highest
antioxidant activity.
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Zywno$é pochodzenia roslinnego stanowi bogate zrodto naturalnych zwiaz-
koéw biologicznie aktywnych, ktorych whasciwosci profilaktyczne i chemiopre-
wencyjne s3 uwarunkowane przez aktywno$¢ przeciwutleniajaca. W USA oraz
w Wielkiej Brytanii substancje wzbogacajace o dziataniu prozdrowotnym czg¢sto
okresla si¢ jako nutraceutyki [Janicki 2001]. Uczestnicza one w procesach na-
prawczych i adaptacyjnych ustroju, moga dziata¢ profilaktycznie, a niekiedy
leczniczo w rdznych chorobach, nawet tych najgrozniejszych, jak miazdzyca czy
nowotwory. Wlasciwosci takie posiadaja niektore kwasy fenolowe — kwas ka-
wowy, ferulowy, galusowy, elagowy [Lamer-Zarawska, Oszmianski 1998]. Ba-
dania epidemiologiczne wykazaty, ze poprawnie skomponowana dieta, dostar-
czajaca kalorii glownie ze zrodet roslinnych, moze zapobiegaé rozwojowi pew-
nych chordb, np. nowotwordéw lub arteriosklerozy [Keys 1995]. Brokuty zdoby-
waja coraz wigksze zainteresowanie jako wazne zrodto roznorodnych klas bio-
logicznie aktywnych zwiazkow. Naleza do nich kwasy hydroksycynamonowe,
stanowiace ze wzgledu na dziatanie ochronne przed chorobami degeneracyjnymi
bardzo interesujaca grupg zwiazkoéw [Price i in. 1997]. O zawarto$ci zwiazkow
fenolowych decyduje gatunek rosliny i sposob jej uprawy, a w przypadku pro-
duktéw zywno$ciowych rowniez procesy technologiczne stosowane w trakcie
obrobki surowca. Rosnaca popularnos¢ brokutdéw na naszym rynku sktania do
badan nad przemianami zachodzacymi w tym warzywie podczas przetwarzania.
Dotychczasowe badania w niewielkim stopniu dotycza wplywu gotowania na
poziom i1 wlasciwos$ci antyoksydacyjne kwasow fenolowych obecnych w bro-
kutach oraz w wywarze, dlatego tez zagadnienie to stanowi przedmiot niniejszej

pracy.

METODY

Materialem do badan byta handlowa mrozonka brokutow firmy ,,Hortex”
oraz brokuty $§wieze, dostgpne w handlu. Surowiec poddawano gotowaniu
w 100 ml wody destylowanej w czasie 5 minut (brokuty mrozone) i 10 minut
(brokuly $wieze). Wywar zachowywano do dalszych badan.

1. Ekstrakcja kwasow fenolowych. Brokuty surowe lub gotowane homogeni-
zowano i przenoszono ilosciowo do kolby stozkowej. Ekstrakcje prowadzono
50% MeOH 3 x 1 h w temperaturze pokojowej. Metanol odparowywano pod
zmniejszonym cis$nieniem, nie przekraczajac temperatury 50°C. Pozostalos¢
wodna wymywano goraca woda, a po osiagni¢ciu temperatury pokojowej chto-
dzono w lodéwce 24 h. Po tym czasie ekstrakt wodny przesaczano, odrzucajac
wytracone zwiazki balastowe. Wodna pozostatos¢ trzykrotnie odtluszczano ete-
rem naftowym, nast¢pnie z fazy wodnej ekstrahowano kwasy fenolowe miesza-
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ning eter dietylowy : octan etylu (1:1). Frakcje eterowe zbierano i taczono, po
czym osuszano bezwodnym siarczanem sodu. Rozpuszczalniki organiczne odpa-
rowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Sucha pozostato$¢ rozpuszczano
w 10 ml czystego metanolu.

2. Rozdzial metoda chromatografii kolumnowej [ Strumeyer, Malin 1975]. Do
badan pobierano 3 ml ekstraktu i nanoszono na kolumng szklana (o $rednicy
2,6 cm 1 wysokosci 39 cm) wypeliong zelem Sephadex LH-20. Elucj¢ prowa-
dzono czystym metanolem, zbierajac 5 ml frakcje (65—70 frakcji). Zawartosc¢
zwiazkow fenolowych monitorowano przez pomiar absorbancji przy dlugosci
fali 280 nm przy uzyciu spektrofotometru Lambda 40 firmy Perkin-Elmer.

3. Oznaczanie zawarto$ci kwasow fenolowych metoda Arnova [Farmakopea
Polska, V, Warszawa 1999]. Do 5 ml wody destylowanej dodawano 1 ml bada-
nego ekstraktu, 1 ml 0,5 mol HCI, 1 ml odczynnika Arnova, 1 ml 1 mol NaOH
i uzupetiano woda destylowana do objetosci 10 ml. Probe wzorcowa wykonano
uzywajac czystego metanolu zamiast przygotowanego ekstraktu. Absorbancje
roztworow mierzono wobec wzorca przy dlugosci fali 490 nm. Zawartos¢ kwa-
sow fenolowych (w przeliczeniu na kwas kawowy) obliczano wedlug wzoru
(FP V): X=0,35087A /m, gdzie: A — absorbancja, m — masa nawazki (g).

4. Oznaczanie aktywnos$ci antyutleniajacej metoda Lingnerta [Lingnert i in.
1979]. Do probéwek odmierzono po 2 ml emulsji 60% kwasu linolowego i pre-
paratu Tween 20 w 0,1 molowym buforze fosforanowym o pH 6,5 oraz 0,2 ml
badanego ekstraktu (kontrola — 0,2 ml wody destylowanej). Probki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Nastepnie pobierano 0,2 ml inkubowa-
nej proby, dodawano 6 ml 60% metanolu i 2 ml absolutnego metanolu. Absor-
bancj¢ mierzono natychmiast przy dtugosci fali 234 nm wobec 60% metanolu.
Aktywnos¢ antyoksydacyjna okreslono wedtug wzoru: AAC = (AA234 nmc) -
AA234nm)/AA234nm(c), gdzie: AA2zanm — wzrost absorbancji badanej probki przy
dhugosci fali 234 nm, AA234 smc) — odpowiadajacy wzrost absorbancji proby
kontrolne;j.

5. Oznaczanie aktywnosci antyutleniajacej metoda rodankowa [Masuda i in.
1994]. Przygotowano mieszaning 60% kwasu linolowego w 96% etanolu. Pobie-
rano 1 ml sporzadzonej mieszaniny i wprowadzano kolejno 1ml 0,05 M buforu
fosforanowego o pH 7, 0,2 ml badanego ekstraktu i 0,3 ml wody destylowanej
uzyskujac w ten sposob mieszaning inkubacyjna. Do proby kontrolnej uzyto
0,2 ml wody destylowanej. Probki inkubowano w ciemnosci w temperaturze
40°C. Po tym czasie odmierzano do probowek po 0,1 ml mieszaniny inkubacyj-
nej, 9,7 ml 75% metanolu, 0,1 ml 30% rodanku amonu oraz 0,1 ml 0,02 M FeCls
w 3,5% HCI. Absorbancjg mierzono przy dtugosci fali 500 nm wobec 75% me-
tanolu natychmiast oraz po 24 godzinach inkubacji. Aktywnos¢ antyoksydacyjna
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okreslano wedlug wzoru: AAC= (AAs00nm(c) - AAs500 nm)/AA500 nm(c), gdzie: AA 500 nm
— wzrost absorbancji badanej probki przy dlugosci fali 500 nm, AAsoo nm(c) — od-
powiadajacy wzrost absorbancji proby kontrolne;.

WYNIKI

Po przeprowadzeniu rozdziatu ekstraktu z brokutéw §wiezych surowych na
zelu Sephadex LH-20 uzyskano cztery glowne piki, ktore zinterpretowano jako
odpowiadajace kwasom: synapinowemu, kawowemu, ferulowemu i syryngo-
wemu. Te same kwasy fenolowe zidentyfikowano w probie otrzymanej z broku-
tow swiezych gotowanych. Wszystkie fenolokwasy przszty do wywaru (ryc. 1).

0,8 1 5

——SS
0,6 1 —O0—=WS
0,41

A 280 nm

0,2

Nr frakcji

Rycina 1. Chromatogram kwasow fenolowych wyizolowanych z brokuléow $wiezych surowych
(SS) i gotowanych (SG) oraz z wywaru (WS): 1 — kwas synapinowy, 2 — kwas kawowy,
3 — kwas ferulowy, 4 — kwas syryngowy
Figure 1. Chromatogram of phenolic acids isolated from raw (SS) and boiled broccoli (SG)
and water residue (WS): 1 — synapic acid, 2 — caffeic acid, 3 — ferulic acid, 4 — syringic acid

Po przeprowadzeniu rozdziatu kwaséw fenolowych wyizolowanych z bro-
kutéw mrozonych surowych uzyskano pig¢ gtownych pikéw, z ktorych cztery
zidentyfikowano jako odpowiadajgce nastgpujacym wzorcom kwasow: synapi-
nowemu, kawowemu, ferulowemu i syryngowemu. Wszystkie wymienione
zwiazki przeszty do wywaru, natomiast w probie zawierajacej kwasy fenolowe
wyizolowane z mrozonych brokutow gotowanych zidentyfikowano tylko dwa
fenolokwasy — ferulowy i syryngowy (ryc. 2). Beveridge i in. [2000] zidentyfi-



Wptyw gotowania na sktad i aktywno$¢ antyoksydacyjna kwasow fenolowych ... 1571

A 280 nm

Nr frakeji

Rycina 2. Chromatogram kwaséw fenolowych wyizolowanych z brokutéw mrozonych surowych
(MS) i gotowanych (MG) oraz z wywaru (WM): 1 — kwas synapinowy, 2 — kwas kawowy,
3 — kwas ferulowy, 4 — kwas syryngowy
Figure 2. The chromatogram of phenolic acids isolated from raw frozen broccoli (MS) and boiled
broccoli (MG) and water residue (WM): 1 — synapic acid, 2 — caffeic acid, 3 — ferulic acid,
4 — syringic acid

kowali w materiale ze $cian komorkowych brokutéw kwas p-kumarowy i ben-
zoesowy. W warzywach z rodziny Brassicaceae opisano obecnos¢ kwasu chlo-
rogenowego, p-kumarolilochinowego, i feruolilochinowego. Zwiazki te wyste-
puja w lisciach jarmuzu, kapusty i brukselce na poziomie od 6 do 120 mg/kg.
Brokuty zawieraja okoto 60 mg/kg kwasu chlorogenowego, okoto 20 mg/kg
glikozydow. Ostatnie badania wykazaly, ze niektore roze brokutow zawieraja
mieszaning roznych feruolilosynapoliloestréw z gentobioza w ilo$ci powyzej
300 mg/kg. Roze brokutow i liscie warzyw z rodziny krzyzowych sa dobrym
zrodtem glikozydow kwasu synapinowego — rdze brokutow dostarczaja powyzej
10 mg/100 g zwiazanego kwasu synapinowego [Clifford 1999].

Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej kwasow fenolowych wyizolowanych
z brokulow §wiezych i mrozonych oraz z wywaréw wykazaty, ze wykazuja one
wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna, jednak trudne jest jednoznaczne okreslenie
wplywu ich zawartosci na aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych prob. W przy-
padku brokutéw $wiezych samoutlenianie kwasu linolowego efektywniej ha-
mowaly proby o nizszej zawartosci fenolokwasow, uzyskane z brokutow goto-
wanych (ryc. 3). Odwrotne zalezno$ci zaobserwowano w przypadku prob otrzy-
manych z brokutéw mrozonych (ryc. 4).
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Rycina 3. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca (AAC) oraz zawarto$¢ fenolokwasow w ekstraktach
z brokutow §wiezych surowych (SS) i gotowanych (SG)
Figure 3. Antioxidant activity (AAC) and total phenolic acids content in extracts obtained
from raw (SS) and boiled broccoli (SG)
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Rycina 4. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca (AAC) oraz zawarto$¢ fenolokwasow w ekstraktach
brokutéw mrozonych surowych (MS) i gotowanych (MG)
Figure 4. Antioxidant activity (AAC) and total phenolic acids content in extracts obtained
from raw frozen (MS) and boiled broccoli (MG)

Brak jest jednoznacznych danych na temat zmian zawartosci kwasoéw feno-
lowych podczas gotowania brokutow. Wyniki badan wlasnych wykazuja stratg
okoto 20% poczatkowej zawartosci kwasow fenolowych w brokutach mrozo-
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nych. W przypadku gotowania brokutow §wiezych straty kwasow fenolowych sa
wigksze 1 siggaja do 80%. Wydaje sig to uzaleznione od czasu gotowania — bro-
kuty mrozone sa gotowe do spozycia po 5 minutach gotowania, brokuty §wieze
— po 10 minutach. W przypadku gotowania w wodzie §wiezych warzyw straty
kwasu chlorogenowego siggaja nawet do okoto 96% [de Maria i in. 1998]. Straty
te uzaleznione sa od gatunku warzywa, temperatury i czasu gotowania. Cyto-
wani autorzy stwierdzili straty 72% poczatkowej zawarto$ci kwasu chlorogeno-
wego w ziemniakach 1 48% w marchwi, poddajac warzywa uprzednio zblanszo-
wane para wodna procesowi gotowania przez 5 minut.

Obrdbka hydrotermiczna ma istotny wplyw na zmiany zawartos$ci kwasow
fenolowych w ziarnach zb6z. Nastepuje wzrost zawartosci wolnych kwasow
i ich estréw, wyjatkiem sa kwasy synapinowy i kawowy, ktore nie zostaly wy-
kryte w ziarnie poddanym procesom hydrotermicznym. Zjawisko to mozna wy-
jasnic¢ jako skutek wzajemnych przeksztatcen kwasow fenolowych i ich pochod-
nych, zachodzacych podczas proceséw technologicznych [Zielinskiiin. 2001].
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Rycina 5. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca (AAC) oraz zawartos¢ fenolokwasow w wywarze
z brokulow $wiezych (WS) i mrozonych (WM)

Figure 5. Antioxidant activity (AAC) and total phenolic acids content in the water residue af-
ter boiling fresh (WS) and frozen (WM) broccoli

Podczas gotowania kwasy fenolowe dyfundowaty do wody — otrzymany
wywar wykazywal wlasciwosci antyoksydacyjne niezaleznie od metody ozna-
czania (ryc. 5). W literaturze brak jest opracowan dotyczacych witasciwosci
przeciwutleniajacych wywaru pozostatego po gotowaniu warzyw. Niezaleznie
od metody zastosowanej do oznaczen wyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna wy-
kazywat wywar z brokutow swiezych (ryc. 5).
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WNIOSKI

1. W ekstrakcie z brokulow $wiezych surowych zidentyfikowano kwas syna-
pinowy, ferulowy, kawowy i syryngowy. Te same fenolokwasy znajdowaly si¢
w ekstrakcie z brokutow gotowanych 1 w wywarze.

2. Surowe brokuly mrozone zawieraty kwas synapinowy, kawowy, ferulowy
1 syryngowy. Wszystkie fenolokwasy przeszlty do wywaru, natomiast w broku-
tach mrozonych po gotowaniu stwierdzono obecnos¢ tylko kwasu ferulowego
i syryngowego.

3. Najwyzsza zawarto$¢ fenolokwasow charakteryzowala ekstrakt ze $wie-
zych brokuléw surowych. Po gotowaniu straty fenolokwasow siggaty 80% war-
tosci poczatkowej. W przypadku brokutéw mrozonych zawarto$¢ fenolokwasow
byla nizsza niz w warzywie $wiezym. Po gotowaniu nastapita utrata okoto 20%
poczatkowej ich zawartosci.

4. Gotowanie nie wywarto wpltywu na aktywnos¢ przeciwutleniajaca broku-
1ow swiezych.

5. Wysoka aktywno$cia przeciwutleniajaca cechowat sig ekstrakt z surowych
brokutéw mrozonych. Aktywno$¢ antyoksydacyjna malata po gotowaniu nieza-
leznie od metody stosowanej do oznaczen, a warto$ci AAC réznity si¢ w zalez-
no$ci od metody zastosowanej do ich oznaczania.

6. Wywar z brokulow $wiezych charakteryzowala wyzsza zdolnos$¢ do ha-
mowania samoutleniania kwasu linolowego niz wywar z warzywa mrozonego.
Wartosci AAC byty uzaleznione od metody zastosowanej do oznaczen.

7. Nie stwierdzono jednoznacznej zalezno$ci pomig¢dzy zawartoscia fenolo-
kwasow a aktywno$cia przeciwutleniajaca badanych préb.
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