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Wiasciwosci antyoksydacyjne wybranych preparatéw roslinnych

Streszczenie: Wolne rodniki i antyoksydanty odgrywajq istotng role w prawie kazdej jednostce chorobowej, dlatego tak
istotne jest ich oznaczanie. W literaturze opisanych jest wiele sposobéw oznaczania antyoksydantow. Czesto jednak
sumaryczna wielko$¢ catkowity potengat antyoksydacyjny (CPA) dostarcza wiecej informacji o badanym ukfadzie niz
stezenia poszczegodlnych antyoksydantéw. Celem pracy bylo oznaczenie catkowitego potengatu antyoksydacyjnego
(CPA) wodnych ekstraktow wybranych preparatéw roslinnych. Materiat badawczy stanowity probki kudzu, guarany, Zen-
szenia oraz napoju herbacianego “Ekoland”. W celu zbadania CPA zastosowano metody spektrofotometryczne (z
zastosowaniem rodnikéw DPPH i peroksylowych oraz oznaczanie catkowitego stezenia polifenoli metodg FC), a takze
wysokosprawng chromatografie cieczowq z detekcjg elektrochemiczng (HPLC/ED). Wyniki CPA przedstawiono w
przeliczeniu na ekwiwalent kwasu galusowego oraz wzajemnie ze sobg skorelowano.

Stowa kluczowe: antyoksydanty, catkowity potencjat antyoksydacyjny, rosliny lecznicze, ziofa

Antioxidative properties of selected plants

Abstract: Free radicals and antioxidants play an important role in almost every disease, so it is important to their
determination. In the literature descrbed many methods for detemmining antioxidants. Often however, the total
antioxidant potential (TAP) provides more information about the system than the detemrmination individual antioxidant
concentrations. The aim of the study was to determine the total antioxidant potential of water extract of selected plants
(panax ginseng, pueraria montana, guarana and “Ekoland” tea). In order to investigate the TAP we used
spectrophotometric and chromatographic methods. The results were correlated with the TAPs values related to the
DPPH and peroxyl radicals as well as to the total polyphenols contentin the sample.

Keywords: antioxidants; total antioxidantpotential, medicinal plants, herbs

1. Wstep
(Introduction)

Antyoksydanty (znane tez pod nazwg przeciwutleniaczy) sa to zwigzki, ktére posiadajg zdolnosc
powstrzymywania lub opdzniania proceséw utleniania. Z chemicznego punktu widzenia antyoksydanty sg
reduktorami, ktére przez samoutlenienie redukujg inny zwigzek. Antyoksydanty posiadajg charakterystyczng
zdolnos¢ do zmiatania/neutralizacji wolnych rodnikéw.

Podobnie jak wolne rodniki antyoksydanty mozna podzieli€ na egzogenne i endogenne.
Antyoksydanty endogenne sg wytwarzane przez organizm. Wystepujg one w kazdej komérce, a na ich
poziom nie mamy duzego wplywu ze wzgledu na to, ze zalezy on w gtéwnej mierze od wieku i
uwarunkowania genetycznego. Do tej grupy nalezy m. in. glutation, kwas moczowy, melatonina, koenzym
Q10. Antyoksydanty egzogenne sg dostarczane do organizmu gtéwnie z pozywieniem, ale rowniez w postaci
suplementow diety i witamin. Zatem na ich ilo§¢ mamy duzy wptyw. Sg to m.in. karotenoidy, witaminy A, C, E
oraz polifenole (gtéwnie flawonoidy ikwasy fenolowe) [1].

Antyoksydanty na rézne sposoby eliminujg wolne rodniki z naszego organizmu. Przede wszystkim
poprzez reakcje redukcji prowadzacg do powstania ich stabilnych i niereaktywnych form. Ponadto moga
zapobiega¢ powstawaniu wolnych rodnikdw na skutek hamowania enzymoéw odpowiedzialnych za ich
tworzenie (np. lipooksygenazy i oksydazy ksantynowej). Czesto kompleksuja metale dajace poczatek
reakcjom wolnorodnikowym [1, 2].
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Gtéwnym zrédtem antyoksydantéw w pozywieniu sg owoce i warzywa. Owoce, ktére powinnismy
wprowadzac¢ do codziennej diety to te o ciemnym, czerwonym i fioletowym zabarwieniu. Zawierajg one duzo
antocyjanéw np. czarne porzeczki, aronia, czerwone winogrona, granaty, boréwki amerykanskie, wisnie.
Korzystne sg réwniez cytrusy obfite w flawonoidy. Z kolei warzywa, ktérych powinno by¢ duzo w naszym
jadiospisie to buraki, czerwona kapusta, szpinak, papryka, brokuty, rosliny straczkowe, pomidory. Wskazane
jest stosowanie réwniez Swiezych zidt i przypraw np. bazylia, oregano, gozdziki. Duza ilos¢ antyoksydantéw
znajduje sie w czerwonej i zielonej herbacie oraz czerwonym winie, w ktérym zawarta jest spora ilos¢
resweratrolu nalezacego do flawonoidéw. Odpowiednia dieta, aktywnos¢ fizyczna, rezygnacja z uzywek oraz
niewielka ilo$¢ stresu powinny zapewni¢ nam zapas antyoksydantéw [3, 11, 12].

Zbadanie wtasciwosci antyoksydacyjnych czystych zwigzkéw nie jest zbyt wymagajace. Problem
pojawia sie, gdy badanym obiektem jest prébka rzeczywista. Gtéwng przeszkodq jest jej sktad, ktéry bardzo
czesto nie jest znany. Dlatego ciezko jest oznacza¢ moc antyoksydacyjng indywidualnych antyoksydantow.
Kolejnym problemem jest zjawisko synergizmu. Polega ono na wzajemnym oddziatywaniu na siebie
antyoksydantow. Stad tez pomiar moze byé zaburzony, poniewaz obecno$é tych oddziatywan doprowadza
do ostabienia lub wzmocnienia efektu antyoksydacyjnego. Dlatego dobrym rozwigzaniem jest okreslanie
zdolnosci antyoksydacyjnej wszystkich zwigzkéw obecnych w prébce. Zastosowanie sumarycznej informac;ji
o tych wtasciwosciach jest w wielu przypadkach uzasadnione. W prezentowanych wynikach dla kazdej z
probek badany byt jej catkowity potencjat antyoksydacyjny (CPA) [4].

Celem pracy byto zbadanie wtasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktéw znanych preparatéw roslinnych
(kudzu, guarana, zen-szen) oraz napoju herbacianego "Ekoland”. W tym celu wykorzystano wysokosprawng
chromatografie cieczowg z detekcja elektrochemiczng oraz spektrofotometryczne metody oznaczania
whasciwosci antyoksydacyjnych (DPPH, AAPH, FC) [10].

Kudzu znany jest jako ofownik fatkowaty lub pueraria lobata. Nalezy do rodziny bobowatych. Jest
rosling jadalna. Wystepuje naturalnie w potudniowo - wschodniej Azji, Japonii i wyspach Oceanii. Roslina
sktada sie z pnacza o drewnianej, owlosionej w gornej czesci todydze, duzych tréjlistkowych lisci, duzego
bulwiastego korzenia, kwiatow koloru purpurowego wyrastajacych z katéw lisci oraz owocu bedacego
owtosionym strakiem zawierajgcym nasiona. Nieoceniong czes$cig rosliny jest korzen i strak. W medycynie
chinskiej jest to jedno z 50 stosowanych ziét. Jego korzen stuzy do leczenia migreny, grypy, nadcisnienia,
biegunek, niewydolnosci naczyn wiencowych. Wyciag z kudzu zwieksza w mbzgu stezenie dwoch bardzo
waznych hormonéw — dopaminy i serotoniny, co ma bardzo duze znaczenie u oséb cierpigcych na
zaburzenia nerwicowe i depresje. Posiada réwniez wtasciwosci antyoksydacyjne ze wzgledu na duza
zawartos¢ izoflawonéw, ktérych obecnos¢ w btonie komdrkowej stanowi solidng zapore przeciw wolnym
rodnikom. Izoflawony dzieki swej budowie chemicznej (obecnos$¢ podwdjnych wigzan) przechwytujg
reaktywne formy tlenu, tym samym zapobiegajgc utlenianiu struktur komoérkowych. Wiekszos¢ izoflawondw,
obecnych w kudzu, stanowig pueraryny, ktére zmniejszajg potrzebe spozywania alkoholu, pomagajg w
stabilizacji emocji oraz wspomagajq neutralizacje toksyn, dlatego tez kudzu znalazt zastosowanie w terapii
0s6b uzaleznionych od alkoholu [5].

Guarana (inaczej nazywana paullinia cupana lub ciemioplat) nalezy do rodziny mydlencowatych.
Wystepuje naturalnie w Brazylii w dorzeczu Amazonki i Pary. Rosline tworzy pnacze wspinajace sie lub
ptozace, kwiatostany groniaste o biatych, drobnych i pachnacych ptatkach, parzystopierzaste liscie oraz
czerwony, gruszkowaty owoc, w ktérym znajdujg sie czarne nasiona. Najcenniejszg czescig rosliny sg
nasiona, ktore zawierajg kofeing, flawonoidy tj. katechiny, epikatechiny oraz procyjanidyny. Guarana zawiera
cztery razy wiecej kofeiny niz ziarna kawowca, przy czym warto wspomniec, iz jest to kofeina niezawierajaca
zanieczyszczen doprowadzajacych do zakwaszenia organizmu oraz przyswajajaca sie wolniej niz ta zawarta
w kawie, stad jej dziatanie utrzymuje sie nieco dtuzej. Dziata zatem pobudzajaco, znosi zmeczenie, utatwia
myslenie. Pobudza os$rodkowy uktad nerwowy oraz osrodki wegetatywne. Zwieksza rowniez wydolnosé
fizyczng i psychiczng poprzez wydzielanie hormondw i neuroprzekaznikédw. Ponadto guarana stosowana jest
czesto przy produkcji energetykéw, piwa, lekéw i preparatéw do odchudzania. Jest pomocna przy takich
dolegliwosciach jak migreny, niskie cisnienie czy zatrucia alkoholowe. Guarana charakteryzuje sie réwniez
whasciwos$ciami antyoksydacyjnymi. Czesto nazywana jest naturalnym zrodtem energii [6].

Zen-szen inaczej nazywany jest panaxginsengiem lub wszechlekiem. Nalezy do rodziny araliowatych.
Ros$nie dziko w gorskich lasach Pétwyspu Koreanskiego, pétnocno-wschodnich Chin, na Wyspach
Japonskich i w poétnocno-wschodniej Syberii na luznych, dobrze uwodnionych glebach. Wiek rosliny
réznicuje ja pod wzgledem budowy, na ktoérg sktada sie korzen w kolorze biatym lub bezowym stanowiacy
palowe ktgcze oraz drobne kwiaty seledynowe lub biator6zowe utozone w baldy. W pierwszym roku Zycia
pojawia sie jeden trojpalczasty lis¢ zas w kolejnych latach pieciopalczasty, a po 10 roku zycia rozeta lisci
oraz czerwony owoc bedacy pestkowcem zawierajacy dwa zro$niete nasiona i todyge. Nieoceniong czescig
rodliny jest korzen, ktory w tradycyjnej medycynie Dalekiego Wschodu wykorzystywany jest od kilku tysiecy
lat. Przede wszystkim wykazuje on dziatanie wzmacniajgce podczas wycienczenia fizycznego i
psychicznego organizmu oraz zwieksza odpornos¢ na stres poprzez zwiekszanie zdolnosci hemoglobiny do
przytaczania tlenu. Zen-szen obniza poziom cholesterolu we krwi oraz dziata przeciwzakrzepowo na plytki
krwi. Zaobserwowano réwniez korzystne jego dziatanie w leczeniu cukrzycy. Okazuje sie, ze obniza on
poziom cukru we krwi oraz moze mie¢ bardzo duze znaczenie przy regulacji produkcji insuliny.
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Przyjmowanie Zen-szenia wzmaga utlenianie alkoholu w watrobie i pomaga odbudowaé jej komdrki, co
znajduje zastosowanie w stanach po spozyciu alkoholu. Ponadto poprawia pamie¢, przemiane materii,
utatwia gojenie ran, fagodzi uszkodzenia komoérek spowodowanych przez promieniowanie, reguluje cisnienie
tetnicze krwi, korzystnie dziata na potencje. Istniejg rowniez doniesienia o jego znaczacej roli w zwalczaniu
nowotworéw. Posiada réwniez wtasciwosci antyoksydacyjne i odmtadzajace stad czesto stosowany jest jako
dodatek do réznego rodzaju kosmetykéw. Prozdrowotne witasnosci zen-szen zawdziecza zawartosci takich
zwigzkéw jak: weglowodany, flawonoidy, fenolokwasy, peptydoglikany, zwiazki acetylenowe oraz
najwazniejsze saponozydy, nazwane ginzenozydami. Korzen zen-szenia ze wzgledu na tak liczne spektrum
dziatania, szczegodlnie lecznicze, jest nieustannym obiektem badan naukowcoéw [7].

2. Czesc¢eksperymentalna
(Experimental)

W badaniach CPA uzyto nastepujacych odczynnikéw chemicznych: AAPH [dichlorowodorek 2,2’-
diazobis-(2-amidynopropan)], bufor fosforanowy w postaci tabletki (PBS) o pH 7,4, DCFH+DA (dioctan 2,7’-
dichlorodihydrofluoresceiny), DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl), metanol (99,9% HPLC grade) — Sigma -
Aldrich, Steinheim, Niemcy; diwodoroortofosforan sodu, wodoroortofosforan sodu, weglan sodu — POCh,
Gliwice, Polska; kwas galusowy, odczynnik Folina-Ciocalteu’a, woda tréjkrotnie destylowana (otrzymana w
laboratorium z wykorzystaniem aparatu kwarcowego wody, Heraeus Quarzglas, Destamat, Niemcy).

Korzystano réwniez z nastepujacej aparatury: wysokosprawny chromatograf cieczowy (HPLC) firmy
Knauer (Berlin, Niemcy) (sktadajacy sie z: interfejsu Smartline Manager 5000 z wbudowanym degazerem,
dwuttokowej pompy Smartline 1000 o przeptywie fazy ruchomej w granicach 0,001 — 50 ml/min, kolumny
analitycznej Eurospher 5 C18, 4 x 150 mm, autosamplera Smartline 3800, detektora amperometrycznego
EC3000 (uktad trojelektrodowy: elektroda pracujaca - wegiel szklisty, elektroda pomocnicza - Pt, elektroda
odniesienia - Ag/AgCl), komputera z oprogramowaniem do rejestracji i obrobki danych ClarityChrom).

Pomiary spektrofotometryczne wykonano na spektrofotometrze mikroptytkowym Epoch™ (BioTek
Instruments, Inc. USA) sterowanym za pomocg programu Gen5 (wszystkie pomiary zostaty wykonane z
wykorzystaniem ptytek 96-dotkowych). Korzystano takze z wiréwki laboratoryjnej Centrfuge MPW - 251
(MPW Med. Instruments, Polska), wagi analitycznej (RADWAG, WAA 100/C/1, Radom, Polska) o
doktadnosci 10™ g, wagi analitycznej (Sartorius, Werke GmbH, Géttingen, Niemcy) o doktadno$ci 10°° g oraz
tazni ultradzwiekowej (Sonorex RK 250H, Bandelin, Niemcy).

Materiat badawczy stanowity trzy probki ekstraktéw roslinnych (kudzu, guarana, zen-szen) oraz napoj
herbaciany ,Ekoland”. Ekstrakty zostaty zakupione w sklepie internetowym “Magiczny Ogréd”. Maja postac
drobno utartego proszku i znajdujg sie w szczelnie zamknietych opakowaniach. Rozpuszczalny w wodzie
napoj herbaciany ma posta¢ niewielkich granulek. W pomiarach spektrofotometrycznych przygotowane
roztwory ekstraktow miaty stezenie 1 mg/ml. Przygotowanie ich polegato na odwazeniu po 10 mg probek,
przeniesieniu ilosciowo do kolb miarowych o pojemnosci 10 ml i uzupetnieniu wodg destylowang do kreski.
Do pomiaréw chromatograficznych stezenia ekstraktdow byty czterokrotnie zwiekszone i przygotowane
poprzez odwazenie 20 mg prébek i rozpuszczenie w 5 ml wody destylowanej (4 mg/ml).

Oznaczanie CPA metoda DPPH
(Determination of TAP using DPPH assay)

Pomiary prowadzone byty przy dtugosci fali rownej 517 nm. Na 96 - dotkowg ptytke odmierzono po 30
Ml probki i 270 pyl DPPH o stezeniu 0,2 mM. Przy takich proporcjach prébki i rodnika mozna poréwnac ze
sobg wszystkie badane preparaty oraz dla kazdego zarejestrowac zmiane absorbancji. Prébe kontrolng
stanowita mieszanina metanolu z rodnikiem DPPH w identycznych proporcjach. Czas analizy wynosit 20 min
natomiast czas, w ktérym wyznaczono warto§¢ CPA - 10 min. Nastepnie wykonano krzywa kalibracyjng dla
kwasu galusowego (Cga = A/0,2391; gdzie: A - absorbancja, a Cga - stezenie kwasu galusowedo;
= 0,9998). Krzywa zostata sporzadzona z czterech réznych stezen po trzy powtdrzenia dla kazdego z nich
(0,00 + 5,00 [mg/l] GA). Wszystkie otrzymane wyniki zostaty przeliczone na ekwiwalent kwas galusowy GAE
[mg GA/g prébkil.

Oznaczanie catkowitego stezenia polifenoli
(Determination of total polyphenols concentration)

W celu wykonania pomiaru absorbancji na 96 - dotkowa ptytke odmierzono po 25 ul badanej prébki,
25 pl odczynnika FC, 100 pl 20% weglanu sodu oraz 100 pl wody destylowanej. Catos¢ odstawiono na pot
godziny w ciemne miejsce. Po tym czasie zmierzono absorbancje. W prébie kontrolnej prébka zostata
zastgpiona wodg. Pomiar byt prowadzony przy dtugosci fali rownej 765 nm. Wartosci CPA zostaty podane w
ekwiwalentach kwasu galusowego. W tym celu sporzadzono krzywa Kkalibracyjng dla stezen kwasu
galusowego od 0 do 25 pg/ml (réwnanie prostej: A = 0,1007 Cga, = 0,999).
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Oznaczanie CPA metoda AAPH
(Determination of TAP using AAPH assay)

W celu przeprowadzenia pomiaru na 96 - dotkowa ptytke odmierzono po 30 ul prébki, 70 pl buforu,
100 pl DCFH oraz 100 yl AAPH. W probie kontrolnej probke zastgpiono wodg. Pomiar byt prowadzony przez
cztery godziny, a dane rejestrowane co minute. W tej metodzie wtasciwosci antyoksydacyjne mozna
wyznaczy¢ jako: czas przegiecia krzywej, pole powierzchni pod nad krzywa kinetyczng wyliczone w stosunku
do proby kontrolnej oraz czas indukcji. Wykorzystano wszystkie trzy metody i dla kazdej z nich sporzadzono
krzywa wzorcowg kwasu galusowego w zakresie stezen 0-10 pg/ml, czas przegiecia krzywej: réwnanie
prostej A = 3,793 Cga, R™=0,998, pole powierzchni pod nad krzywa: rownanie prostej: A = 372,7 Cga,
RZ:O,996, czas indukcji: rbwnanie prostej: A = 3,808 Cga, R2:0,988. CPA przeliczono na ekwiwalent kwasu
galusowego.

CPA mierzone za pomocg HPLC z detekcja elektrochemiczng (ED)
(TAP measured by HPLC with electrochemical detection)

Wszystkie probki chromatografowane byty w odwréconym uktadzie faz: niepolarna faza stacjonarna
(C18) i polarna faza ruchoma (bufor fosforanowy o pH 5,8). Na kolumne wstrzykiwano probki za pomocag
autosamplera o objetosci 20 ul i stezeniu 4 mg/ml. Pomiary wykonane byly w temperaturze 20°C, na
detektorze elektrochemicznym w uktadzie trojelektrodowym, elektroda pracujagca — weglowa w zakresie
potencjatéw 0,2 = 1,2 V. Czas analizy ustalono na 60 minut. Miarg CPA byto pole powierzchni pod
wszystkimi pikami na chromatogramie [8].

3.  Wynikiiich dyskusja

(Results and discussion)

Podczas spektrofotometrycznego oznaczenia CPAPPPH zarejestrowano krzywe przedstawione na
rysunku 1. Okazato sie, ze najsilniejsze wtasciwosci antyoksydacyjne posiadat ekstrakt z kudzu, a najstabsze
ekoland. Oznacza to, ze 1 g ekstraktu z kudzu odpowiada 43 mg kwasu galusowego, a 1 g ekstraktu
ekolandu odpowiada tylko 2 mg GA. cPAPPH dla wszystkich prébek przedstawiono na rysunku 3.
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Rys. 1. Zmianyabsorbancjiw metodzie DPPH.
Fig. 1. Change ofabsorbance in DPPH method.

Vol. 9, No 1/2017 Camera Separatoria



15

Wykonano réwniez pomiary przy réznych stezeniach objetosciowych probek ekstraktu kudzu tj. 30, 50
oraz 70 yl (co odpowiada: 0,1; 0,167; 0,233 mg/ml ekstraktu). Okazato sie, ze optymalne wyniki dostarcza
pomiar przy objetosci prébki réwnej 30 pl. Przy wiekszych stezeniach prébka kudzu reaguje zbyt szybko. Po
uptywie okoto dwéch minut ekstrakt z kudzu praktycznie w 100% przereagowat z rodnikami DPPH (rys. 2).
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Rys. 2. Zmianyabsorbancjiw metodzie DPPH.
Fig. 2. Change ofabsorbance in DPPH method.

50

40

w
o

CPADPPHITAP [GAE]
5 N

KUuDzU GUARANA ZEN-SZEN EKOLAND

Rys. 3. CPA°™" badanych prébek.
Fig. 3. TAPP"™ of tested samples.

Oznaczono takze w badanych probkach catkowite stezenie polifenoli. Okazato sie, ze najsilniejszymi
whasciwosciami antyoksydacyjnymi (najwieksze stezenie polifenoli) charakteryzuje sie ekstrakt z kudzu, zas
najstabszymi ekoland, analogicznie jak w metodzie DPPH. W przeliczeniu na kwas galusowy wartosci CPA
sg wyzsze niz w przypadku DPPH, z wyjatkiem ekolandu, dla ktérego warto§¢ CPA sie nie zmienia.
Pozostate ekstrakty zawierajg w swoim sktadzie duze stezenie zwigzkow fenolowych (najwiecej ekstrakt z
kudzu), co przedstawiono na rysunku 4.
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Rys. 4. CPA™°R badanych probek.
Fig. 4. TAP"°R of tested samples.

Wynikiem monitorowania spektrofotometrycznego reakcji ekstraktow badanych prébek z rodnikami
peroksylowymi (rozpad AAPH) sg krzywe przedstawione na rysunku 5. Okazato sie, ze najsilniejsze
wiasciwosci antyoksydacyjne wykazuje ekstrakt z kudzu, a najstabsze ekoland. Ekstrakty z guarany i zen-
szenia z rodnikami peroksylowymi reagujg podobnie. W poprzednio opisanych metodach (CPADPPH i CPAFC)
guarana wykazywata wieksze wartosci CPA niz zen-szen.
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Rys. 5. Zmianyabsorbancjiw metodzie AAPH.
Fig. 5. Change ofabsorbance in AAPH method.

Pomiar absorbancji probki kontrolnej, guarany, zen-szenia oraz ekolandu prowadzono przez 150
minut. Po tym czasie wszystkie krzywe ulegty wyptaszczeniu, czyli reakcja z rodnikami zakonczyta sie. Stad
w kolejnych minutach pomiaru krzywe nie ulegajg zmianie (rys. 5). W tych samych warunkach pomiarowych
znacznie pozniej wyptaszcza sie krzywa obrazujgca reakcje kudzu z rodnikami. Ekstrakt z kudzu
charakteryzuje sie silnymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi, gdyz reakcja rodnikéw peroksylowych z
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sensorem (DCFH) znacznie sie opdznia, co spowodowane jest obecnosciag wielu réznych antyoksydantow.
Na rysunku 5 mozemy zaobserwowaé, ze krzywa zmian absorbancji dla ekstraktu z kudzu rézni sie
ksztaltem od pozostatych. Krzywe zmian absorbancji guarany, zeh-szenia i ekolandu sg rownolegle
przesuniete wzgledem krzywej kontrolnej, za$ krzywa absorbancji kudzu jest bardziej wyptaszczona co
wskazuje na ztozony charakter reakcji sktadnikéw_ekstraktu kudzu z rodnikami peroksylowymi.

Na rysunku 6 zestawiono wyniki CPAMPH W przeliczeniu na GAE, wykonane trzema metodami
opisanymi w czesci ekspenémentalnej. Z przedstawionego wykresu wynika, ze ekstrakt z kudzu znacznie
odbiega wartosciami CPAM od pozostatych prébek, co wskazuje na to, ze charakteryzuje sie bardzo duzg
zawartoscig antyoksydantdéw. Guarane i zen-szenia charakteryzujg poréwnywalne wlasciwosci
antyoksydacyjne. Ekoland zawiera niewiele badz nieduze stezenie przeciwutleniaczy.

Otrzymane wartosci CPAMPH guarany i zen-szenia sg liczbowo poréwnywalne z wartosciami CPA
otrzymanymi w metodzie z mgpkomystaniem odcixnnika FC. Kudzu wykazuje znacznie wieksze wartosci
CPA™MPH hiz CPA™C i cPAP™M. Wartosci CPAM™ ekolandu sg znacznie wieksze niz te uzyskane w
poprzednich metodach. Ponadto w wartosciach CPAMPH wyznaczonych trzema metodami dla ekstraktéw z
guarany, zen-szenia i ekolandu wida¢ pewng prawidtowos¢. Dla kazdej z tych prébek wartosci CPAMPH
liczone z czasu indukcji sg najwieksze, zas z czasu przesuniecia krzywej najmniejsze. Dla kudzu, gdzie
krzywa nie jest przesunieta rownolegle, jak w przypadku pozostatych prébek, takiej prawidtowosci nie ma.
Najwieksza warto$¢ CPA™MPM ekstraktu z kudzu zostata wyliczona z pola powierzchni pod krzywa, a
najmniejsza z czasu przesuniecia krzywej kinetycznej.
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Rys. 6. CPA™™ badanych probek.
Fig. 6. TAP™™ of tested samples.

Wartosci CPA ekstaktéw wyznaczone trzema metodami spektrofotometrycznymi zestawiono na rys. 7.
Wynika z niego dobra korelacja pomiedzy zastosowanymi metodami pomiarowymi. W kazdej z
zastosowanych metod ekstrakt z kudzu charakteryzuje sie najwiekszymi wkasciwosciami antyoksydacyjnymi.
Otrzymane wartosci CPAF® oraz cpA™™ sg wyzsze od wartosci CPAPP™ "Powodem jest
najprawdopodobniej wieksza reaktywnos¢ odczynnika Folina-Ciocalteu’a. Reaguje on nie tylko z silnymi
przeciwutleniaczami, ale réwniez z tymi stabszymi. (odczynnik FC nie jest specyficzny i wchodzi w reakcje
réwniez z innymi zwigzkami oprocz polifenoli). DPPH jest bardzo stabym rodnikiem. Prawdopodobnie fenole
zawarte w probkach charakteryzujg sie stabymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi i nie wszystkie reagujg z
rodnikami DPPH.
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Rys. 7. Korelacje CPA°™™"  CcPA™ R i cPA™™ badanych probek.
Fig. 7. Correlation TAPPP™"  TAP™°R and TAP™™ of tested samples.

CPA wyznaczono takze metodg HPLC z detekcja elektrochemiczng [8]. Chromatogramy prébki
ekstraktu zen-szenia wykonane przy roéznych wartosciach potencjatéw elektrody pracujacej zostaty
przedstawione na rysunku 8. Wynika z niego, ze niektoére piki (np. czas retencji okoto 13 i 15 min.) pojawiajq
sie dopiero przy wyzszych wartosciach potencjatdow. Sa to piki pochodzace od stabych antyoksydantéw, np.
w ok. 18 min. pomiaru pojawia sie pik dopiero przy potencjale E = 0,8 V. Natomiast piki, ktére pojawiajg sie
na chromatogramie juz przy niskich wartosciach potencjatéw elektrody pracujacej pochodza od silnych
reduktoréw, zatem sg to silne antyoksydanty, np. pik pochodzacy od zwigzku dajacego sygnat w ok. 7
minucie pomiaru juz przy potencjale E = 0,2 V.

Analogiczna sytuacja ma miejsce dla ekstraktu kudzu (rys. 9). W 46 minucie pomiaru pojawia sie pik
przy potencjale E = 0,6 V. Przy nizszej warto$ci potencjatu nie jest on widoczny. Jest to pik pochodzacy od
zwigzku charakteryzujgcego sie stabymi witasciwosciami antyoksydacyjnymi. Natomiast piki o czasach
retencji ok. 3, 10 i 21 min. sg widoczne na chromatogramie, gdy analize prowadzi sie w catym zakresie
potencjatéw tj. 0,2 + 0,8 V. Sg to zwigzki charakteryzujgce sie silnymi wtadciwosciami antyoksydacyjnymi.
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Rys. 8. HPLC/ED chromatogramy ekstraktu z zen-szenia o stezeniu 4 mg/ml. Warunki chromatograficzne: kolumna -
Eurospher C18, 5 pm, 150 x 4 mm (Knauer); temperatura 20°C; faza ruchoma - bufor fosforanowy (pH 5,8); -
szybkos¢ przeptywu: 1 ml/min, detekcja elektrochemiczna (E=0,4 - 1,0 V vs Ag/AgCl).

Fig.8. HPLC/ED chromatograms of panax ginseng extract (4 mg/ml). Experimental conditions: column — Eurospher
C18,5 um, 150 x 4 mm (Knauer); temperature — 20°C; mobile phase — phosphate buffer (pH 5,8); flow rate — 1
ml/min, electrochemical detection (E= 0.4 — 1,0 V vs Ag/AgCl).
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Rys.9. HPLC/ED chromatogramyekstraktu zkudzu o stezeniu 4 mg/ml. Warunki chromatograficzne jak narys. 8.
Fig.9. HPLC/ED chromatograms of pueraria montana extract (4 mg/ml). Experimental conditions the same as on fig. 8.

CPA"PLY® 5 en-szenia oraz pola powierzchni wybranych pikéw, pochodzgacych od zwigzkéw
charakteryzujacych sie duzymi wilasciwosciami antyoksydacyjnymi wchodzacych w skiad ekstraktu zen-
szenia przedstawiono na rysunku 10. W zakresie potencjatéw 0,2 + 0,6 V najwiekszy (praktycznie 100% dla
potencjatéw 0,2 V i 0,4 V) udziat w CPA ma zwigzek eluowany w czasie retencji ok. 6,5 min. Zas dla
potencjatéw 0,8 V i 1,0 V jest to zwigzek o czasie retencji ok. 1,5 min. Ponadto ksztatt hydrodynamicznej
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krzywej przedstawiajacej CPA Zzen-szenia (widoczne dwie fale, czerwona linia), wskazuje na ztozono$é
reakcji utleniania sktadnikéw ekstraktu zachodzacych na weglowej elektrodzie pracujace;j.

Hydrodynamiczne woltamogramy badanych ekstraktow roslinnych zostaty przedstawione na rysunku
11. Okazato sie, ze najsilniejszymi wlasciwo$ciami antyoksydacyjnymi charakteryzuje sie ekstrakt z kudzu
(piki pojawiaja sie juz przy niskich wartosciach potencjatéw), a najstabszymi ekoland. Ponadto ksztait
krzywej kudzu (podobnie jak w przypadku zen-szenia, rys. 10) wskazuje na ztozono$¢ reakcji utleniania
zachodzacej na elektrodzie. Na chromatogramie analizowanej prébki ekolandu, w zastosowanych
warunkach chromatograficznych obserwujemy pojedyncze, o matej intensywnosci piki dopiero przy
potencjale > 0,8 V. Wskazuje to na jej stabe wlasciwosci antyoksydacyjne.
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Rys. 10. Hydrodynamiczne woltamogramy ekstraktu zen-szenia o stezeniu 4 mg/ml. Warunki chromatograficzne jak na
rys. 8.
Fig. 10. Hydrodynamic voltammograms of panax ginseng extract (4 mg/ml). Experimental conditions the same as on
fig. 8.
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Rys. 11. Hydrodynamiczne woltamogramy badanych ekstraktow o stezeniu 4 mg/ml. Warunki chromatograficzne jak na

rys. 8.
Fig. 11. Hydrodynamic voltammograms oftested extracts (4 mg/ml). Experimental conditions the same as on fig. 8.
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Okazato sie, ze ekstrakt z guarany (podobnie jak z ekolandu) daje niewielkie sygnaty przy wyzszej
wartosci potencjatu (rys. 12), a przy nizszej nie pojawiajg sie na chromatogramie zadne piki. Pomiary
spektrofotometryczne wykazaty, ze guarana charakteryzuje sie duzymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi.
Jak wspomniano wcze$niej, guarana zawiera w sktadzie bardzo duzg ilos¢ kofeiny, ktéra z kolei nie ulega
reakcji utleniania na elektrodzie detektora ED, stad tez brak sygnatu charakterystycznego dla kofeiny. W
celu sprawdzenia, czy zakupiony ekstrakt z guarany zawiera znaczng ilos¢ kofeiny wykonano pomiar
wykorzystujac wysokosprawng chromatografie cieczowg z detektorem DAD (rys. 13).

Okazato sie, ze ekstrakt z guarany w swoim sktadzie zawiera bardzo duze stezenie kofeiny (rys. 13).
Na chromatogramie ekstraktu pojawit sie niewielki pik o czasie retencji ok. 5 min. Zadane warunki
chromatograficzne nie wykazaty obecnosci innych zwigzkéw. Z danych literaturowych [9] wynika, ze ekstrakt
Z guarany zawiera saponiny, witaminy A, E, jednak w przeprowadzonych analizach chromatograficznych nie
zostato to potwierdzone. Bedzie to przedmiotem dalszych prac, gdyz w celu zbadania obecnosci np.
witaminy E nalezatoby w inny sposéb przygotowa¢ prébke do analizy (np. przeprowadzi¢ proces zmydlania).
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Rys.12. HPLC/ED chromatogramyekstraktu zguarany o stezeniu 4 mg/ml. Warunki chromatograficzne jak narys. 8.
Fig.12. HPLC/ED chromatograms ofguarana extract (4 mg/ml). Experimental conditions the same ason fig. 8.
o900

10
800

700

s00 F 20 10 60

[mAU]
.
=
=

300
200
100

0 10 20 30 40 50 60

czas [min]

Rys. 13. HPLC/DAD chromatogramy ekstraktu guarany o stezeniu 4 mg/ml (niebieska linia) i wzorca kofeiny o stezeniu
0,4 mg/ml (czerwona linia). Warunki chromatograficzne: kolumna chromatograficzna — 5 pm C18, 4 x 100 mm
(Eurospher, Knauer), faza ruchoma-metanol:woda, (30:70 v/v), detektor DAD, 274 nm, szybkos$¢ przeptywu
fazy ruchomej—1,0 ml/min, objeto$¢ nastrzyku—20 pl.

Fig.13. HPLC/DAD chromatograms of guarana extract 4 mg/ml (blue line) and a 0.4 mg/ml caffeine standard (red line).
Experimental conditions: column — Eurospher C18, 5 um, 100 x 4 mm (Knauer); mobile phase —methanol:water
(30:70 viv); flow rate — 1 ml/min, DAD detection, 274 nm, injection volume - 20 ul.
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4.  Wnioski
(Conclusions)

Zaprezentowane w pracy metody pomiaru catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego mozna
zastosowa¢ do badania wtasciwosci antyoksydacyjnych réznych ziét. Zbadane ekstrakty réznig sie
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi. Najsilniejszymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi, potwierdzonymi
wszystkimi technikami zastosowanymi w pracy, charakteryzujg sie ekstrakty z kudzu oraz zen-szenia. Napgj
herbaciany Ekoland, mimo ze zawiera w swym sktadzie witaminy A, C i E wykazat w badaniach niewielkie
wlasciwosci antyoksydacyjne. Ekstrakt z guarany zawiera duze stezenie kofeiny. Wartosci CPA wodnych
naparéw roslin leczniczych otrzymane metodami spektrofotometrycznymi wykazujg dobre korelacje.
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