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Celem pracy byla proba ujednolicenia procedury przygotowania prébek zyw-
nosci do oznaczenia kwasow fenolowych oraz spektrofotometryczne oznaczenie
tych zwiqzkéw w probkach zywnosci z wykorzystaniem krzywej wzorcowej. Ana-
liza ta zostala przeprowadzona za pomocq spektrofotometrii UV — Vis metodq
Arnova.
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Kwasy fenolowe okres$la si¢ mianem nutraceutykdw (ang. nutraceuticals), czyli
substancji wzbogacajacych o dziataniu prozdrowotnym. Sa to zwiazki biologicznie
aktywne, ktore maja wptyw na przebieg wielu procesow biologicznych, np. dziatan
naprawczych oraz adaptacyjnych ustroju, do ktérego zostaty wprowadzone wraz
z pokarmem (1). Do produktéw zywnosciowych zawierajacych fenolokwasy zali-
czamy: kawe, herbatg, wino, owoce i soki owocowe, warzywa i zboza (2). Kwasy
fenolowe sg zwigzane z barwa, smakiem (zwykle gorzkim i kwasnym) oraz od-
zywczymi i przeciwutleniajacymi wlasciwosciami zywnos$ci. Ta grupa zwiazkdéw
pei funkcje ochronne roslin, przede wszystkim w okresie wzrostu i dojrzewania
ziaren oraz owocOw, a w miar¢ osiagania przez rosling pelnej przydatnosci kon-
sumpcyjnej ich zawarto$¢ zmniejsza si¢ (2). Fenolokwasy bedace pochodnymi
kwasu cynamonowego sa znacznie bardziej rozpowszechnione w krolestwie roslin
niz kwasy hydroksybenzoesowe i dominuja w zywnosci. Zwiazki te, sa rowniez
bardziej efektywnymi przeciwutleniaczami niz pochodne hydroksybenzoesowe (3).
Jednym z najczesciej wystepujacych w roslinach kwaséw hydroksycynamonowych
jest kwas kawowy (czesto potaczony z kwasem chinowym). Wystepuje w kawie,
jabtkach, ziemniakach, szpinaku, satacie, kapuscie, oliwie z oliwek oraz winie (1).
Najwigksze znaczenie w tej grupie zwigzkow ma kwas galusowy oraz jego formy
zestryfikowane. Moze wystgpowaé w postaci galotanin (np. w owocu mango), ela-
gotanin (w czarnej porzeczce, truskawkach, malinach) lub tworzy¢ galusan wraz
z epikateching i galokateching w liciach zielonej herbaty (2).

Celem pracy jest oznaczenie fenolokwasow w produktach zywnosci za pomoca
metody spektrofotometrycznej po opracowaniu procedury przygotowania probek do
analizy. Wybrane probki stanowia sktadniki dwéch diet — diety bogatej w przeciw-
utleniacze, zalecanej w chorobach serca (dieta §rodziemnomorska) oraz przyktado-
wej standardowej diety polskiej (4, 5).
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MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity probki:

— owocow 1 warzyw (Swiezych), zakupionych w lokalnym supermarkecie, takich
jak: jagody, jabtka, pomidory, marchewki;

— warzyw gotowanych — ziemniakow, szpinaku i brokul;

— przetworéw domowych (dzem porzeczkowy) oraz przetwordw przemystowych
(sok jabtkowy, sok marchewkowo-jabtkowo-bananowy);

— napojow alkoholowych, zakupionych w lokalnym supermarkecie, takich jak:
Wino i piwo;

— naparow herbaty oraz kawy (mielonej i rozpuszczalne;j);

— miodu, pozyskanego z prywatnej pasieki;

— chleba zytniego z ziarnami, zakupionego w lokalnej piekarni.

Kazda z probek poddano przygotowaniu i oznaczono zawartosci fenolokwasow
pigciokrotnie. Wykonano réwniez statystyczna ocene wynikow obejmujaca oblicze-
nie odchylenia standardowego, wspdtczynnika zmiennosci oraz przedzialu ufnosci
dla poziomu ufnosci p = 0,95. Sumg kwasoéw fenolowych przeliczano na kwas ka-
WowYy oznaczony za pomocg metody Arnova (6, 7).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Jednym z podstawowych warunkéw prawidlowego zywienia jest zapewnienie od-
powiedniej ilo$ci przeciwutleniaczy w catodzienne;j racji pokarmowej. Glownym zrod-
fem tych istotnych dla zdrowia zwiazkow sg surowce i zywnos¢ pochodzenia roslin-
nego. Wybor prébek do analiz oraz poréwnanie zawartosci fenolokwasow w dwoch
dietach: bogatej w przeciwutleniacze i zwyklej pelnowartosciowej (na przyktadzie
polskiej diety) dokonano w oparciu o przyktadowe jadtospisy podane w tab. 1.

Rozmaito$¢ poddawanych analizie probek zywnosci, a takze rézny stopien skom-
plikowania matrycy roslinnej wplynat na etapy odpowiedniego ich przygotowania
z zachowaniem warunkéw chronigcych fenolokwasy przed degradacja oraz umozli-
wiajacych, w jak najwiekszym stopniu, przej$cie badanych zwiazkow z fazy statej do
cieklej w procesie ekstrakcji. Dobdr odpowiednich rozpuszczalnikéw ekstrakeyjnych
zostat dokonany na podstawie badan literaturowych — czestosci stosowania danego
rozpuszczalnika i wydajnosci ekstrakeji z jego uzyciem. Najczgséciej wykorzystywa-
ne rozpuszczalniki do ekstrakcji fenolokwasdw z zywnosci to woda, etanol, metanol,
aceton, eter dietylu oraz octan etylu. Goraca wodg zastosowano do uzyskania eks-
traktow ze swiezych lisci herbaty, mieszaning wody z etanolem do yerba mate. Auto-
rzy opublikowanych prac stosowali uwodnionego metanolu do ekstrakcji kwasow fe-
nolowych z czeresni, wielu warzyw, alg, kawy mielonej, jeczmienia, a takze z miodu,
a czystego metanolu do ekstrakcji z kawy rozpuszczalnej. Aceton stosowano w celu
przygotowania probek przecieru jabtkowego, jabtka i gruszki, a octan etylu lub jego
mieszaning z eterem do probek pomidoréw, brokut (6) 1 sokoéw z winogron i czeresni
(8). W niektdérych przypadkach ekstrakcja jest wspomagana poprzez mieszanie mie-
szadlem magnetycznym (9, 10), wirowanie (11), a takze poprzez ultrasonifikacje (12,
13). Czgsto przeprowadza si¢ homogenizacje¢ probki juz z dodatkiem odpowiedniego
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Tabela |. Przyktadowy dzienny jadtospis diet srédziemnomorskiej i polskiej
Table |. An exemplary daily menu of Mediterranean and Polish diets

Dieta srédziemnomorska Dieta polska
SNIADANIE SNIADANIE
2 kromki chleba zytniego z sojg i sfonecznikiem | 1 szklanka ptatkdw $niadaniowych z 1 szklankg
z 2 tyzkami dzemu porzeczkowego mleka
kawa kromka chleba pszennego z 1 tyzkg miodu
DRUGIE SNIADANIE kawa

satatka z sera feta light (100 g), 3 posiekanych | DRUGIE SNIADANIE
todyg selera naciowego, 2 pomidorow, zoltej
papryki, 5 oliwek, przyprawiona oregano

szklanka soku marchwiowo-owocowego serek homogenizowany
OBIAD 2 butki z wedling

100 g ryby z grilla posypanej ziotami sok jabtkowy

3 tyzki gotowanych ziemniakéw OBIAD

% szklanki ugotowanych brokutéw, polanych | 250 cm® rosofu z makaronem
sokiem z cytryny

PODWIECZOREK pieczeh wieprzowa (150 g) z 4 gotowanymi
ziemniakami

1 szklanka mieszanych owocow jagodowych | szpinak (100 g)
polanych % szklanki bezttuszczowego jogurtu

herbata PODWIECZOREK
KOLACJA jabtko

250 g satatki z turiczyka i startej marchwi kawa

150 cm® wina KOLACJA

2 jajka sadzone na wedlinie

2 kromki chleba pszennego z mastem i serem
z6ttym

500 cm?® piwa

rozpuszczalnika jak w przypadku owocow egzotycznych (14). Wsrdd opublikowa-
nych prac badawczych stosowana jest ekstrakcja dwuetapowa. Jako rozpuszczalnik,
W pierwszym etapie, najczesciej stosowany jest alkohol lub jego mieszanina z woda.
W drugim etapie stosowane sa rozpuszczalniki organiczne, takie jak: eter dietylu,
octan etylu lub ich mieszanina. Na wydajnos¢ ekstrakcji wptywa takze czas pro-
cesu. Najezgsciej trwa on ok. 30 min. Podczas tego etapu konieczna jest ochrona
fenolokwaséw przed utlenianiem, dlatego do rozpuszczalnikéw czgsto dodawane sa
przeciwutleniacze takie, jak kwas askorbinowy (8, 9) i butylohydroksyanizol (BHA)
(11, 12). Dodatkowo zabezpiecza si¢ takze fenolokwasy przed izomeracja pod wply-
wem promieni §wietlnych, stosujac ciemne szklane butelki lub przeprowadzanie eks-
trakcji bez dostepu swiatta (9). Czesto w probkach zywnosci znajduja si¢ zardéwno
polifenole, jak i proste fenole. Najczgsciej wykorzystywana technika do rozdzielenia
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tych zwiazkéw oparta jest na kwasowos$ci. pKa wodoru fenolowego wynosi ok. 10,
podczas, gdy proton fenolowego kwasu karboksylowego miesci si¢ pomiedzy 4 a 5.
W literaturze najczgsciej opisywane jest obnizenie pH do 1,5-3 (10, 14).

Wobec powyzszego w badaniach zastosowano procedure wykorzystujaca przygo-
towania probek z roznych publikacji: ekstrakcje dwuetapowa wspomagang ultraso-
nifikacja (5 min.) (9). Do pierwszego etapu ekstrakcji wytypowano mieszaning me-
tanolu z woda (1:1, v/v) (6), a jako drugi rozpuszczalnik ekstrakcyjny przyjeto mie-
szaning eter dietylowy — octan etylu (1:1, v/v) (6, 12). Po przeprowadzeniu analitu
z probki do rozpuszczalnika usunigto czesci state poprzez wirowanie (10 min., 2000
obr./min.) (11). W procedurze dwuetapowej odparowanie rozpuszczalnika wystepuje
dwukrotnie: w pierwszym etapie — odparowanie metanolu oraz w drugim — calkowite
odparowanie fazy organicznej. W pracy zastosowano odparowanie rozpuszczalni-
kow pod préznig w temp. 35°C i z dodatkiem przeciwutleniacza — kwasu askorbino-
wego w ilosci do 2 mg (9). Ekstrakcji drugiej poddawana byta wodna pozostatos¢ po
odparowaniu metanolu, po uprzednim obnizeniu pH do wartosci 2 (10).

W badanych probkach zywnosci, przygotowanych zgodnie z opisang metoda,
suma fenolokwasoéw wahata si¢ w granicach 1 do 76 (mg/100 cm’ lub 100 g probki)
(tab. IT). Wérdd napojow najwigksza zawarto$¢ fenolokwasdéw oznaczono w naparze
kawy, najmniejsza za§ w piwie. W grupie probek statych, obejmujacej warzywa,
owoce i ich przetwory oraz midd i chleb, najwickszg zawartoscig kwaséw fenolo-
wych odznaczaty si¢ pomidory oraz jagody, a najmniejszg marchew oraz mioéd. War-
to zwroci¢ uwage na roznice w zawartosci fenolokwaséw w kawie mielonej i roz-
puszczalnej. Napar przyrzadzony z kawy mielonej (naturalnej) zawiera znacznie
wigcej fenolokwasdw niz ten przyrzadzany z kawy rozpuszczalnej. Jest to zwiazane
z dodatkowa obrobka kawy w celu otrzymania formy instant, podczas ktorej czgsé
kwaséw fenolowych moze ulegac¢ degradacji. Jagody, wyrozniajace si¢ w grupie ba-
danych probek zywnosci, sg owocami o bardzo duzej zawartosci przeciwutleniaczy,
a kwasy fenolowe stanowig ok. 10% sumy tych zwiazkow (ok. 80-100 mg/100 g
$wiezego owocu) — otrzymany wynik oznaczenia jest zblizony do zawartosci poda-
nej w literaturze (1). Wsro6d badanych prébek zywnosci nalezy zwrécié takze uwa-
ge na pomidory, nalezace do najczg¢sciej konsumowanych warzyw w Polsce (15)
o zawartosci kwasow na poziomie 70 mg/100 g. Na trzecim miejscu pod wzgledem
zawartosci badanych kwasow fenolowych znajduje si¢ chleb zytni z ziarnami zboz.
Swoja pozycje zawdzigcza bogatej gamie fenolokwasow wystepujacych w ziarnie
zyta (ferulowy, synapinowy, wanilinowy, kawowy i p-kumarowy).

W pracy poréwnano ilo§¢ kwasow fenolowych przyjmowanych wraz z zywnos-
cia w ciagu jednego dnia (tab. III) wg jadtospiséw dwoch diet — §rddziemnomor-
skiej oraz polskiej. Zgodnie z przewidywaniami, dieta o wigkszym potencjale prze-
ciwutleniajacym okazata si¢ dieta srédziemnomorska. Zawdzigcza to duzej ilosci
warzyw i owocow, a takze produktdw petnoziarnistych (w tym przypadku chleba
z ziarnami) obecnych w diecie.

Mimo duzej ilosci prac badawczych dotyczacych tego tematu, dotychczas nie zo-
stata opracowana wspdlna, dla wielu roznorodnych surowcow roslinnych, procedu-
ra przygotowania probek do oznaczania fenolokwasow. Zaproponowana w pracy
procedura przygotowania probek zostata sprawdzona na ré6znych probkach zywno-
$ci pochodzenia roslinnego.
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Tabela Il. Zawarto$¢ fenolokwaséw w prébkach zywnosci
Table Il. Concentration of phenolic acids in food samples

Zawartos¢ fenolokwasdéw w probkach zywnosci
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, X SD oV . -
Probka mg/100 mg/100 o Przedziat ufnosci
(cm?® lub @) (cm?®, g) (%)
Kawa (mielona) 55,790 0,243 0,436 55,790 = 0,064
Kawa (rozpuszczalna) 31,960 0,572 1,788 31,960 + 0,201
Herbata 2,133 0,018 0,849 2,133 £ 0,025
Piwo 1,070 0,026 2,420 1,070 = 0,051
Wino 1,321 0,001 0,085 1,321 = 0,002
?b%ﬁ;iwceWk°w°'jab'k°W°' 2,011 0,003 0,174 2,011 = 0,005
Sok jabtkowy 5,194 0,003 0,053 5,194 + 0,002
Ziemniaki 28,223 0,794 2,813 28,223 + 0,294
Pomidor 75,843 0,469 0,619 75,843 = 0,106
Brokuty 16,885 0,022 0,132 16,885 = 0,011
Marchew 3,574 0,163 4,552 3,574 + 0,184
Szpinak 10,275 0,038 0,368 10,275 += 0,023
Chleb 51,547 2,019 3,917 51,547 = 0,554
Miod 5,410 0,090 1,671 5,410 = 0,079
Jabtko 25,070 0,256 1,019 25,070 = 0,100
Jagody 74,502 0,611 0,820 74,502 + 0,139
Dzem 17,996 0,183 1,018 17,996 = 0,087
Tabela lll. Zawarto$¢ fenolokwaséw w zaproponowanych dietach
Table lll. Concentrations of phenolic acids in proposed diets
suacnicdely | iod o) | Sk | e (ma)
Chleb zytni z ziarnami 41,2 Miod 1,4
Dzem porzeczkowy 6,4 Kawa 2789
Kawa 139,4 Sok jabtkowy 12,9
Pomidor 197,2 Ziemniaki gotowane 79,1
i‘\’,t‘or;‘:xthiOWO' 5,1 Szpinak 10,3
Gotowane ziemniaki 39,5 Jabtko 37,6
Gotowane brokuty 10,1 Piwo 54
Czarna jagoda 111,8
Marchew 1,8
Wino 1,9
SUMA 554,4 SUMA 425,6
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C. Pieszko, A. Orzot
CONTENT OF PHENOLIC ACIDS IN FOOD SAMPLES

Summary

The aim of this work was to standardise the procedure of food sample preparation for the determination
of phenolic acids by the Arnov’s spectrophotometric method. The food samples were chosen from two
diets: the antioxidant-rich (Mediterranean), and the Polish balanced diet. Phenolic acid contents in the
studied samples ranged from 1 to 76 [mg/100 mL or 100 g of sample]. As anticipated, the antioxidant-rich
(Mediterranean) diet proved to be characterised by higher antioxidative activity.
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