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Badanie wilasciwosci antyoksydacyjnych za pomocg DPPH stosujac
chromatograficzne rozdzielanie réznych jego form

Streszczenie: W pracy przedstawiono wyniki badar nad mozliwoscig zastosowania rodnika DPPH do oznaczania
wiasciwosci antyoksydacyjnych, stosujgc chromatograficzne rozdzielanie réznych jego form. Pomiary wykonywane byty
w ukfadzie faz odwréconych HPLC z detekcjg UV-DAD. Zbadano CPA zwigzkéw o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych
— flawonoiddw, jak réwniez catkowity potencjat antyoksydacyjny wybranych naparéw z ziét. Wyniki otrzymane za pomocag
RP-HPLC-UV skorelowane zostaty z wynikami otrzymanymi w pomiarze fotometrycznym.

Stowa kluczowe: antyoksydanty, catkowity potencjat antyoksydacyjny, DPPH, HPLC

Study of antioxidant properties using DPPH with chromatographic separation of its
various forms

Abstract: The paper presents the results of the possibility of using the DPPH radical to determine antioxidant properties
using chromatographic separation of its various forms. The measurements were performed in the RP-HPLC with UV-
DAD detection. The TAP values were tested for antioxidants - flavonoids, as well as the total antioxidant potential of
selected herbs. The results obtained with RP-HPLC-UV were correlated with the results obtained using photometric
measurement.
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1. Wstep
(Introduction)

DPPH" (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl, 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl, a,a’-di-fenylo-3-
pikrylohydrazyl) zostat odkryty w 1922 roku przez Goldschmidta i Renna [1]. Wystepuje on w postaci
drobnokrystalicznego proszku nierozpuszczalnego w wodzie, natomiast bardzo dobrze rozpuszczalnego w
metanolu. Metanolowy roztwér DPPH, charakteryzuje sie intensywng fioletowg barwg o silnej absorbanciji
przy dtugosci fali 517 nm. DPPH' nalezy do stabilnych rodnikéw, o czym $wiadczy delokalizacja
niesparowanego elektronu oraz struktury rezonansowe. Jego struktura $swiadczy o tym, ze moze on
reagowac z innymi wolnymi rodnikami na kilka ré6znych sposobow: a) poprzez przytaczenie do centralnego,
azotowego rodnika, b) poprzez przytgczenie do pierscienia fenylowego w pozycji para, c) przez przytgczenie
do ugrupowania pikrylowego. Doswiadczalne dane wskazujg, ze gtéwnym centrum rodnikowym jest pozycja
para jednego z pierscieni fenylowych [1].

DPPHe ze wzgledu na swg stabilno$¢ znalazt zastosowanie przy pomiarach witasciwosci
antyoksydacyjnych [10-12]. Rodnik DPPH w reakcji z antyoksydantem redukuje sie do 2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazyny (DPPH-H). Redukcja moze zachodzi¢ poprzez przytgczenie atomu wodoru lub elektronu do
centrum rodnikowego. Charakterystyczna dla reakcji jest zmiana barwy z fioletowej (DPPHe+) na Zoitg
(DPPH-H). Spektrofotometryczny pomiar zaniku fioletowej barwy dokonywany jest przy dtugosci fali A=517
nm. Miarg mocy antyoksydacyjnej jest roznica absorbancji roztworu DPPHe przed i po reakcji z
antyoksydantem. Metoda ta jest stosunkowo niedroga, prosta i szybka, przez co jest czesto
wykorzystywana. Duzym ograniczeniem tej metody jest m.in. brak mozliwosci pomiaru probek barwnych,
poniewaz wystepujg zakiécenia wywotane przez kolorowe pigmenty prébki, co moze by¢ przyczyng
fatszowania wyniku [2, 3, 10, 11].
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W celu unikniecia btedéw spowodowanych wptywem probek barwnych opracowano metode redukcji
rodnika DPPH potgczong z wysokosprawng chromatografig cieczowg (DPPH-HPLC). Metoda ta jest oparta
na redukcji DPPH+ podobnie jak w metodzie spektrofotometrycznej. Niesparowany elektron rodnika wigze
sie z donorem wodoru, czyli antyoksydantem, zmiataczem wolnych rodnikéw, absorpcja zmniejsza sie, w
rezultacie zmiana barwy jest stechiometryczna do ilosci przechwyconych elektronéw. Analize
chromatograficzng przeprowadzono uktadzie faz odwréconych. Poddano analizie czysty DPPHe, ktéry
zawiera rowniez niewielkie stezenie formy zredukowanej, rozpuszczony w etanolu oraz prébke po reakcji z
antyoksydantem. Po rozdzieleniu otrzymano chromatogramy czystego DPPH?« i po reakcji z antyoksydantem.
Jako antyoksydant zostat uzyty Trolox, czyli kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy
(rozpuszczalna w wodzie pochodna witaminy E). Wczeéniejsze badania przedstawiaty miare zdolnosci
antyoksydacyjnych jako réznice pola powierzchni piku formy rodnikowej przed i po reakcji [3, 4]. Ostatnie
badania dowiodly, ze miarg zdolnosci antyoksydacyjnych moze by¢é réwniez wzrost stezenia formy
zredukowanej. Faze ruchomg stanowit acetonitryl / 10 mM cytrynian amonu o pH = 6,8 (70:30, v/v) z
detekcjg przy diugosci fali 330 nm [5].

Gtéwnym celem prezentowanej pracy bylo udoskonalenie pomiarow nad wlasciwosciami
antyoksydacyjnymi za pomocag rodnika DPPH poprzez chromatograficzny rozdziat réznych jego form.
Pomiary wykonywane byty w uktadzie faz odwréconych RP-HPLC z detekcjg UV-DAD.

Przebadano zaréwno aktywnosé antyoksydacyjng zwigzkow o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych
— flawonoidéw, jak rowniez catkowity potencjat antyoksydacyjny wybranych naparéw z zi6ét. Wyniki
otrzymane za pomocg RP-HPLC-UV skorelowane zostaty z wynikami otrzymanymi poprzez pomiar
fotometryczny.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(Experimental)

W badaniach CPA uzyto nastepujacych odczynnikéw chemicznych: DPPH (2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazyl), metanol (99,9% HPLC grade) — Sigma - Aldrich, Steinheim, Niemcy; woda trojkrotnie
destylowana (otrzymana w laboratorium z wykorzystaniem aparatu kwarcowego wody, Heraeus Quarzglas,
Destamat, Niemcy).

Korzystano réowniez z nastepujgcej aparatury: wysokosprawny chromatograf cieczowy (HPLC) firmy
Knauer (Berlin, Niemcy) (skfadajacy 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 - COSMOSIL 5Cis-AR-1l Waters (4,6 x 150 mm, 5 ym), autosamplera Smartline 3800, detektora
Smartline PDA 2800 z matrycg diodowg DAD (zakres pracy lampy 190-1020 nm), termostatu kolumn
Smartline 4000 z zakresem temperatur 5 + 85°C, komputera z oprogramowaniem do rejestracji i obrobki
danych ClarityChrom).

Pomiary spektrofotometryczne wykonano na spektrofotometrze firmy ThermoSpectronic, model:
Helios Epsilon (USA). Korzystano takze z wiréwki laboratoryjnej Centrfuge MPW - 251 (MPW Med.
Instruments, Polska), wagi analitycznej (RADWAG, WAA 100/C/1, Radom, Polska) o dokfadnosci 10 g,
wagi analitycznej (Sartorius, Werke GmbH, Gottingen, Niemcy) o doktadnosci 10 g, a takze tazni
ultradzwiekowej (Sonorex RK 250H, Bandelin, Niemcy).

Przedmiotem badan catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego byty probki naparow ziét oraz prébki
zwigzkdw flawonowych. Materiat badawczy stanowity ziota (lawenda lekarska, malwa czarna, nostrzyk zétty,
mieta pieprzowa, mieta dzika, podbiat pospolity, pokrzywa zwyczajna, rdest ptasi, skrzyp polny) zebrane na
takach i dziatkach w okolicach Siedlec, a nastepnie suszone oraz zwigzki flawonowe ((-)epikatechina,
(+)katechina, (+/-)katechina, 2’-hydroksyflawanon, 4’-hydroksyflawanon, 6-hydroksyflawanon, 6’-
metoksyflawanon, 7,8-benzoflawon, biochanina A, flawanon, genisteina, hesperetyna, hesperydyna,
kwercetyna, naringenina, naringina, neohesperydyna, rutyna).

Napary ziot o stezeniu 0,05 g/ml otrzymano przez odwazenie 0,5 g zmielonego ziota i parzenie w 10
ml wody destylowanej przez 20 min. Otrzymany roztwoér odwirowywano na wirdwce, a nastepnie sgczono
przez saczek nylonowy o $rednicy poréw 0,45 ym (Millipore, USA). Roztwory flawonoidéw o stezeniu 1 mM
otrzymano przez odwazenie probki flawonoidu i rozpuszczenie go w 2 ml metanolu. Roztwér podstawowy
DPPH o stezeniu 1 mM otrzymano przez odwazenie 1,97mg DPPH i rozpuszczenie w metanolu w kolbie
miarowej o0 objetosci 5ml. Tak otrzymany roztwor przechowywano w zaciemnieniu w zamrazarce 0O
temperaturze -20 °C.

Oznaczenie CPA za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej polegato na wykonaniu
chromatograméw czystego DPPH oraz rodnika DPPH po reakcji z probkg w uktadzie faz odwrdéconych z
detekcjg UV przy diugosci fali 517nm. Miarg CPAY byta réznica w polu powierzchni piku formy rodnikowej
DPPH przed reakcja i po reakcji z probkg po czasie t (tziota=15 minut, trawonoidy=10 minut). Obliczana byta

wedtug réwnania: %CPA= % * 100%,
0
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gdzie: Po — pole powierzchni piku metanolowego roztworu DPPH przed reakcja, Pt — pole powierzchni piku

DPPH po reakcji z badang probka po czasie t.
Zalezno$¢ pola powierzchni piku formy rodnikowej DPPH od stezenia przedstawiono na Rys. 1.

Oznaczenia CPA prowadzono przy maksimum absorbancji dla fioletu — 517 nm, stosujac roztwér DPPH o
wyjsciowym stezeniu 1 mM. Z krzywej mozna wyznaczy¢ stezenie rodnika DPPH.
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Rys. 1. Zalezno$¢ pola powierzchni piku formy rodnikowej DPPH od jego stezenia. Warunki chromatograficzne:
kolumna - COSMOSIL 5Ci1s-AR-Il Waters (4,6 x 150 mm, 5 pym), faza ruchoma - metanol/woda (70:30, v/v),
detektor UV-Vis — 517 nm, predkos$¢ przeptywu — 1 ml/min, temperatura - 20°C.

Fig. 1. Dependence of the peak area of the DPPH radical on its concentration. Chromatographic conditions: column -
COSMOSIL 5C18-AR-Il Waters (4.6 x 150 mm, 5 ym), mobile phase - methanol/water (70:30, v/v), UV-Vis
detector — 517 nm, flow rate — 1 ml/min, temperature - 20°C.

Zalezno$¢ pola powierzchni formy zredukowanej DPPH-H od stezenia catkowitego przedstawiono
na Rys. 2. Oznaczenia CPA prowadzono przy maksimum absorbancji dla barwy zoéitej — 326 nm, stosujgc
roztwér DPPH o wyjsciowym stezeniu 1 mM. Z krzywej mozna wyznaczy¢ stezenie formy zredukowanej

DPPH-H.
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Rys. 2. Zalezno$¢ pola powierzchni piku formy zredukowanej DPPH-H od stezenia. Warunki chromatograficzne jak na

Rys. 1, detektor UV-Vis — 326 nm.
Fig. 2. Dependence of the peak area of the DPPH-H (reduced form) on its concentration. Chromatographic conditions

the same as on Fig. 1, UV-Vis detector — 326 nm.

Oznaczanie CPA za pomocg metody fotometrycznej opiera sie na pomiarze
absorbancji/transmitancji roztworu odniesienia (rodnik DPPH rozpuszczony w metanolu) oraz roztworu
DPPH po reakcji z prébka. Roztworem zerowym byt metanol.

W przypadku ziét roztwédr odniesienia przygotowany zostat przez zmieszanie 500 yl 1 mM roztworu
DPPH i 20 pyl metanolu, probki pomiarowe: 500 yl 1 mM roztworu DPPH i 20 ul 0,05 g/ml naparu z ziota.
Roztwér odniesienia jak i probki pomiarowe byty rozcienczone 10-krotnie. Pomiar absorbancji/transmitancji

roztworéw wykonywany byt po czasie 15 minut.
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W przypadku flawonoidoéw roztwér odniesienia przygotowany zostat przez zmieszanie 500 yl 1 mM
roztworu DPPH i 100 uyl metanolu, probki flawonoidéw przygotowane przez zmieszanie 500 yl 1 mM
roztworu DPPH i 100 pyl 1 mM roztworu flawonoidu (kwercetyna, (-)epikatechina, (+)katechina, (+/-)
katechina, rutyna) oraz dla pozostatych w stosunku 200 pl DPPH i 200 pl flawonoidu. Pomiar
absorbancji/transmitancji roztworéw dziesieciokrotnie rozcienczonych odbywat sie po czasie 10 minut. Miarg
CPA byta réznica absorbancji roztworu DPPH oraz roztworu po reakcji z probkg po czasie i obliczano jg

wedtug rownania %CPA= % ¢ 100%, w ktorym: Ao — absorbancja metanolowego roztworu rodnika DPPH,

0
A: — absorbancja metanolowego roztworu DPPH z probkg po czasie t.

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Komercyjnie dostepny rodnik DPPH zawiera zanieczyszczenia, najprawdopodobniej postaé
zredukowana, co widoczne jest w postaci matego piku o czasie retencji 10,6 min. (Rys. 3). Wysoki o czasie
11,7 min. pochodzi od formy rodnikowej DPPH. Na chromatogramie widoczny jest réwniez pik wystepujacy
przy 8,5 min., pochodzacy od nieznanego zwigzku. Podjeto sie proby jego identyfikaciji.
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Rys. 3. Chromatogram 1 mM DPPH. Warunki chromatograficzne: kolumna - COSMOSIL 5C1s-AR-Il Waters (4,6 x 150
mm, 5 ym), faza ruchoma - metanol/woda (80:20, v/v), predkos¢ przeptywu — 1ml/min, detektor UV-Vis — 517
nm, temperatura - 5°C.

Fig. 3. Chromatogram of 1 mM DPPH. Chromatographic conditions: column - COSMOSIL 5C18-AR-Il Waters (4.6 x
150 mm, 5 um), mobile phase - methanol/water (80:20, v/v), flow rate - 1ml/min, UV-Vis detector — 517 nm,
temperature - 5°C.
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Rys. 4. Chromatogram 1 mM DPPH zredukowanego kwasem galusowym. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3.
Fig. 4. Chromatogram of 1 mM DPPH reduced by gallic acid. Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.
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Na Rys. 4. Przedstawiono chromatogram rozdzielonych form DPPH z widmami trzech zwigzkéw,
ktére zostaty oznaczone symbolami A, B, C. Symbolem C zostalo oznaczone widmo rodnika DPPH z
charakterystycznym pasmem przy 517 nm, symbolem B zostalo oznaczone widmo formy zredukowanej
DPPH-H 1z charakterystycznym pasmem przy 320 nm oraz widmo A przypisane do zwigzku
niezidentyfikowanego — pasmo charakterystyczne przy 360 nm.

Poczgtkowym etapem pracy byt dobdr odpowiednich warunkéw pomiarowych tak, aby piki
rozdzielanych substancji znajdowaty sie w zakresie wspétczynnikdw retencji pomiedzy 2-10. W tym zakresie
wspoétczynnikdw retencji otrzymuje sie optymalng sprawno$¢ rozdzielania i czas analizy. Z rozdzielaniem
chromatograficznym mamy do czynienia wtedy, gdy wspétczynnik selektywnosci (a) jest wigkszy od
jednosci. Wspétczynnik ten jest wielkoscig termodynamiczng, co przedstawia wzér:

-RTIna = A(AG).
Rysunek 5 przedstawia temperaturowg zmiennos¢ statej podziatu rodnika DPPH. Zalezno$¢ ta jest
zwana funkcjg van’'t Hoffa. W zakresie badanych temperatur wykres jest liniowy, $wiadczy to o statym

mechanizmie retencji, wynikajgcym z ustalenia procesu réownowagi podziatu rodnika DPPH pomiedzy faze
stacjonarng i ruchoma.
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Rys. 5. Chromatogramy 1 mM DPPH zredukowanego kwasem galusowym w réznych temperaturach. Warunki
chromatograficzne jak na Rys. 3, temperatura - 5, 15 i 30°C.
Fig. 5. Chromatograms of 1 mM DPPH reduced by gallic acid at various temperatures. Chromatographic conditions the
same as on Fig. 3, temperature - 5, 15 and 30°C.

Tabela 1. Czasy retencji form rodnika DPPH oraz ich rozdzielczosci (Rs) i selektywnosci (a) zalezne od
temperatury. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3.

Table 1. The retention times of DPPH radical forms and their resolutions (Rs) and selectivities (a) dependent
on temperature. Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.

Temperatura tr1 tr2
['C] (DPPH-H) (DPPH") Rs o
[min] [min]
5 10,26 11,78 1,99 1,20
10 9,76 10,98 1,79 1,18
15 9,43 10,43 1,64 1,15
20 8,74 9,56 1,41 1,14
25 8,38 9,08 1,27 1,13
30 7,93 8,51 1,15 1,12
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Rys. 6.Zaleznos¢ Ink od (1/T) dla 1 mM roztworu DPPH (wykres van’t Hoffa). Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3.
Fig. 6. Dependence of Ink from (1/T) for 1 mM DPPH solution (van't Hoff graph). Chromatographic conditions the same
as on Fig. 3.
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Rys. 7. Zaleznos$¢ czasu retencji od temperatury. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3.
Fig. 7. Dependence of retention time on temperature. Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.
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Rys. 8. Zaleznos¢ selektywnosci i rozdzielczosci od temperatury. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3.
Fig. 8. Dependence of selectivity and resolution on temperature. Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.
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Z uzyskanych wynikédw mozemy odczytaC, ze obnizenie temperatury zwigksza selektywnos$c¢ jak i
wartos¢ rozdzielczosci (Rys. 8) oraz rozdzielenie formy rodnikowej od zredukowanej DPPH (Rys. 7). Z
drugiej jednak strony obnizenie temperatury ma wptyw na lepkos¢ cieczy stanowigcej faze ruchoma, przez
co wydluza sie czas retencji oraz pogarsza sie sprawnos¢ uktadu (Rys. 6). W cieczach wzrost temperatury
wptywa na obnizenie lepkosci ze wzgledu na zwiekszenie odlegtosci pomiedzy czgsteczkami. Lepkosé
eluentéw ma wptyw na wysokos¢ cisnienia stosowanego w celu uzyskania przeptywu rozpuszczalnika przez
kolumne. Zalezno$¢ temperatury od lepkosci podaje przeksztatcone réwnanie Arrheniusa — Guzmanna:

E
77 — Ae RT
w ktérym: E — energia aktywacji przeptywu lepkiego, A — wielkos¢ charakterystyczna dla danej cieczy
zalezna od ciezaru czgsteczkowego i objetosci molowe;j [6].
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Rys. 9.Chromatogramy 1 mM DPPH o réoznym sktadzie fazy ruchomej. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3,
temperatura - 20°C.

Fig. 9. Chromatograms of 1 mM DPPH with different composition of the mobile phase. Chromatographic conditions the
same as on Fig. 3., temperature - 20°C.

Tabela 2. Wybrane parametry fizykochemiczne metanolu i wody [7, 8].
Table 2. Selected physicochemical parameters of methanol and water [7, 8].

Rozpuszczalnik | Gestos¢ p | Lepkosé n [cP] | Parametr Index Graniczna dlugos¢
[g/ml] w temp. rozpuszczalnosci polarnosci | pochtanianej fali UV [nm]
Hildenbranda & P’
[1/(cal”?cm™®%)]
0°C 20°C
Metanol 0,80 0,820 | 0,597 60,8 6,6 205
Woda 1,00 1,792 | 1,005 98,2 9,0 170

Okazato sie, ze faza ruchoma metanol/woda 70:30 (v/v) spowodowata znaczne wydtuzenie czasu
retencji dwéch form DPPH, co pozwolito na uzyskanie najlepszego rozdzielenia (Rys. 9). W celu skrécenia
czasu analizy bardziej korzystne byto zastosowanie fazy ruchomej metanol/woda 80:20 (v/v) w temperaturze
20°C. Aby odpowiednio ustali¢ skfad fazy ruchomej nalezy uwzglednié moc elucyjng zastosowanych
rozpuszczalnikéw oraz ich parametry rozpuszczalnosci Hildenbranda (Tabela 2). Wielkoscig opisujgca moc
elucyjng rozpuszczalnikow jest indeks polarnosci (P’), ktéry uwzglednia oddziatywania pomiedzy
czagsteczkami rozpuszczalnika oraz oddziatywania czasteczek rozpuszczalnika z czgsteczkami
rozdzielanych zwigzkow [9]. Parametr Hildenbranda opisuje wypadkowg specyficznych oddziatywan
miedzymolekularnych: dyspersyjnych Londona, dipolowych i specyficznych (protonodonorowych i
protonoakceptorowych). Rozpuszczalniki polarne posiadajg cechujg sie duzymi wartosciami parametru
rozpuszczalnosci.

Warto$¢ catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego dostarcza nam wielu cennych informacji w
przypadku gdy badana probka posiada nieznany skiad. Pomiar CPA jest korzystniejszy w przypadku
ztozonych prébek biologicznych, gdyz nie ma koniecznosci wyodrebniania poszczegélnych sktadnikéw
prébki. Suma aktywnosci antyoksydacyjnej pojedynczych skfadnikéw probki moze sie rézni¢ od jej
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catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego, poniewaz CPA uwzglednia réwniez reakcje zachodzgce
pomiedzy antyoksydantami zawartymi w probce, czy tez ich synergizm.

Na Rys. 10 przedstawiono réznice w polu powierzchni piku czystego rodnika DPPH i po reakcji z
kwercetyng w zaleznosci od stezenia kwercetyny przy dwéch dtugosciach fal 517 i 326 nm. Wartos$¢ réznicy
w polu powierzchni piku wzrasta proporcjonalnie wraz ze wzrostem stezenia antyoksydanta i wykazuje
liniowg zaleznos¢ zaréwno przy diugosci fali absorbujgcej barwe fioletowg — 517 nm (spadek stezenia formy
rodnikowej po reakcji z kwercetyng) jak i przy dtugosci absorbancji barwy zéttej — 326 nm (wzrost stezenia
formy zredukowanej po reakcji z kwercetyng).

250

50

0 0.05 0.1 0.15 0.2
¢ [mM]

Rys. 10. Rdznice pola powierzchni pikdw DPPH przed i po reakcji z kwercetyng uzyskane dla réznych jej stezen przy
517 i 326 nm. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3.
Fig. 10. Differences of the areas of the DPPH peaks before and after its reaction with quercetin obtained at various

concentrations at 517 and 326 nm. Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.

Na Rys. 11 przedstawiono zalezno$¢ zmiany pola powierzchni piku formy rodnikowej i zredukowanej
DPPH od stezenia kwercetyny. Zalezno$ci te majg przebieg liniowy zaréwno w przypadku stezenia formy
rodnikowej (linia fioletowa) jak i wzrostu stezenia formy zredukowanej (linia z6tta).

250 16
[l DPPH
DPPH-H T 14
200 }

- { 12
=10 b . {10E
£ 150 :
5 {s 2
= $ 82
E 100 } |
< <

y = -1058x + 177,0
50 R =0992 17
{2
0 . . . 0
0 0.05 0.1 0.15 0.2

¢ [mM]
Rys. 11. Zaleznos$¢ pola powierzchni piku formy rodnikowej i zredukowanej DPPH od stezenia kwercetyny. Warunki

chromatograficzne jak na Rys. 3.
Fig. 11. Dependence of the peak area of the radical and reduced forms of DPPH on the concentration of quercetin.

Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.
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Tabela 3. Flawonoidy uszeregowane w zaleznosci od mocy antyoksydacyjnej (1 - najsilniejszy, 10 -
najstabszy).
Table 3. Flavonoids ranked according to the antioxidative power (1 - the strongest, 10 - the weakest).

1 kwercetyna 6 hesperetyna
2 | (-) epikatechina | 7 flawanon
3| (+) katechina 8 | nechesperidyna
4 | (+/-) katechina | 9 hesperedyna
5 rutyna 10 biochanina
220 l
200 r B 517 nm
180 }
_ 160 F I I I 326 nm
£ 140
£ I
= 120
< 100
< 80
<
60 I
40
20 _ = =
0 M M M M M M . .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Rys. 12. Réznice w polu powierzchni pikéw DPPH i DPPH po reakcji z flawonoidami uzyskane metodg RP-HPLC-UV
przy dtugosciach fal 517 i 326 nm. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 3.

Fig. 12. Differences of the peak areas of DPPH and DPPH after reaction with various flavonoids (see Table 3) obtained
by RP-HPLC-UV at 517 and 326 nm. Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.

Warto$¢ catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego mozemy wyznaczyé zaréwno za pomocag
spadku wysoko$ci/pola powierzchni piku formy rodnikowej (517 nm) jak i za pomocg wzrostu wysokosci/pola
powierzchni piku formy zredukowanej DPPH (326 nm). Na rysunku 12 przedstawiono réznice w polu
powierzchni piku czystego DPPH i po reakcji z flawonoidem. Wyniki uzyskane przy dwdch dtugosciach fal
wykazujg dobrg korelacje (Rys. 13 i 14).

Wartosci CPA flawonoidow metodg HPLC potwierdzone zostaty wynikami otrzymanymi metodg
fotometryczng (Rys. 15). Metoda HPLC-DPPH posiada wiele zalet w stosunku do metody fotometrycznej
m.in.: mozliwos$¢ rozdzielenia dwéch form DPPH: rodnikowej (fioletowej) i zredukowanej (zéttej), otrzymanie
widm przy réznych diugosciach fal, badanie probek barwnych. Najsilniejsze wiasciwosci antyoksydacyjne
wykazuje kwercetyna. Wystepuje ona w postaci aglikonu, posiada 5 grup —OH (w pozycji 3, 5, 7, 3, 4’). W jej
budowie obecne jest wigzanie podwdjne przy atomach wegla C2 i C3 oraz grupa karbonylowa przy C4. Te
elementy struktury kwercetyny majg wptyw na jej zdolnos¢ do zmiatania wolnych rodnikow.
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Rys. 13. Zaleznos¢ CPA od stezenia DPPH, stezenie flawonoidow — 0,2 mM. Badane flawonoidy (wedtug spadku
wartosci CPA): kwercetyna, (—)epikatechina, (+)katechina, (+/-)katechina, rutyna.

Fig. 13.
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Dependence of TAP value on DPPH concentration after its reaction with the flavonoid at concentration 0.2 mM.
Tested flavonoids (according to the drop TAP values): quercetin, (-)epicatechin, (+)catechin, (+/-)catechin, rutin.

0.5

Rys. 14. Zalezno$¢ CPA od stezenia DPPH, stezenie flawonoidow — 0,5 mM. Badane flawonoidy (wedtug spadku
wartosci CPA): hesperetyna, flawanon, neohesperetyna, hesperedyna, biochanina.

Fig. 14. Dependence of TAP value on DPPH concentration after its reaction with the flavonoid at concentration 0.5 mM.
Tested flavonoids (according to the drop in TAP values): hesperetin, flavanone, neohesperetin, hespreadin,

biochanin.
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Rys. 15. Wartosci CPA flawonoidow uzyskane metodg RP-HPLC-UV i fotometryczng. Warunki chromatograficzne jak na

Rys. 3.
Fig. 15. Comparison of TAP values of various flavonoids obtained by RP-HPLC-UV and photometric methods.
Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.
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Na Rys. 16 przedstawiono chromatogramy czystego rodnika DPPH i po jego reakcji z naparem z
podbiatu. Jak widzimy pod wptywem antyoksydantow zawartych w naparze z podbiatlu zmniejsza sie
wysokosé/pole powierzchni piku formy rodnikowej DPPH na korzy$é formy zredukowanej DPPH-H. Miarg
zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikdw przez dang probke jest réznica w polu powierzchni bgdz
wysokosci piku.

500 -

podbiat
—— DPPH

400

300

h [mAU]

200 -

100 +

T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

tr [min.]

Rys. 16. Chromatogramy 1 mM DPPH i DPPH po reakcji z naparem z podbiatu 0,05 g/ml. Warunki chromatograficzne
jak na Rys. 3.

Fig. 16. Chromatograms of 1 mM DPPH and DPPH after its reaction with coltsfoot at concentration of 0.05 g/ml.
Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.

Na wykresie (Rys. 17) przedstawiono oszacowane wartosci CPA dla wybranych naparéw z ziét
uzyskane za pomocg dwéch metod: RP-HPLC-UV i fotometrycznej. Widzimy, ze wartosci oszacowane
dwiema metodami w przypadku ziét o silnych wtasciwosciach antyoksydacyjnych réznig sie. W HPLC
wiasciwoéci antyoksydacyjne naparéw ziét utozone sg w nastepujgcej kolejno$ci poczawszy od
najsilniejszego: rdest ptasi> dzika mieta> mieta pieprzowa> podbiat> malwa czarna> pokrzywa> nostrzyk
26tty> skrzyp polny> lawenda, natomiast w metodzie fotometrycznej kolejnos¢ jest nastepujgca: mieta
pieprzowa> dzika mieta> podbiat> rdest ptasi> malwa czarna> pokrzywa> nostrzyk zotty> skrzyp polny>
lawenda. Przyczyng powstawania tych réznic mogg by¢ zakidcenia spowodowane barwg naparow z zidt.
Intensywne pomaranczowe i zblizone zabarwienie naparéw z miet i podbialu mogto by¢ przyczyng
fatszowania wynikéw w metodzie fotometrycznej. Metoda HPLC daje bardziej wiarygodne wyniki, poniewaz
barwa prébki nie ma wptywu na pomiar.

80

0F m %CPA HPLC
60 |

50 F
40 F
30 F
20 F
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Rys. 17. Wartosci CPA badanych zi6t uzyskane metodami RP-HPLC-UV i fotometryczna. Warunki chromatograficzne jak
na Rys. 3.

Fig. 17. Comparison of TAP values of various herbs obtained by RP-HPLC-UV and photometric methods.
Chromatographic conditions the same as on Fig. 3.
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4.  Wnioski
(Conclusions)

Metode HPLC mozna stosowac¢ do rozdzielania formy rodnikowej DPPH od zredukowanej DPPH-H.
Wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwréconych z detekcjg UV moze byé stosowana
do pomiaru catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego naparow ziot oraz flawonoidow. Wykorzystujgc
reakcje rodnika DPPH z antyoksydantem oraz chromatograficzne rozdzielanie réznych form DPPH mozemy
oszacowac¢ catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjng badanych probek naparéw z ziét oraz flawonoidéw poprzez
spadek stezenia formy rodnikowej DPPH lub wzrost stezenia formy zredukowanej DPPH-H po reakcji z
prébka. Wyniki otrzymane za pomocg HPLC sg poréwnywalne z otrzymanymi metodg fotometryczng dla
ekstraktéw ziot stabo zabarwionych, natomiast dla silnie zabarwionych uzyskano wyzszg selektywno$¢
metodg chromatograficzng. Metoda DPPH-HPLC pozwala w sposob szybki i prosty na oszacowanie CPA
probek kolorowych. Jest metodg lepszg od metody fotometrycznej, poniewaz nie wystepujg w niej
zakidcenia spowodowane barwg prébki.
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