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Wiasciwosci antyoksydacyjne ziét zbadane roznymi metodami

Streszczenie: Celem pracy byto oszacowanie warto$ci catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA) wodnych
ekstraktow ziét za pomocq réznych technik analitycznych. W metodzie odniesionej do rodnikéw hydroksylowych rodniki
te byty generowane w reakcji Fentona. Produkt ich reakcji z kwasem p-hydroksybenzoesowym oznaczany byt za
pomocg HPLC/UV. Drugim celem b yto zbadanie mozliwo$ci oszacowania wartosci CPA ekstraktow za pomocg HPLC z
detekcjg elektrochemiczng (ED). W tym przypadku oczekuje sie, ze prog wykrywalnos$ci metody bedzie znacznie nizszy
od metod elektrochemicznych. W stosunku do metod opartych na generadji réznych rodnikéw (w tym do opisanych w
literaturze chromatograficznej) jej zaletg byto mozliwos¢ odniesienia CPA do antyoksydantow réznej mocy poprzez
zmiane potengatu elektrody pracujgcej. Wyniki skorelowane zostaty z wartosciami CPA odniesionymi do rod nika DPPH
oraz catkowitg zawarto$cig polifenoliwprob ce.

Stowa kluczowe: ekstrakty ziéft, catkowity potencjat antyoksydacyjny, HPLC, DPPH, polifenole

The antioxidative properties of herbs estimated using various assays

Abstract: The aim of the paper was the estimation of total antioxidant potential (TAP) of agueous extracts of herbs using
various analytical assays. In the assay related to the hydroxyl radicals they were generated by Fenton's reaction. The
product of their reaction with p-hydroxybenzoic acid was detemrmined using HPLC/UV. The second aim was to investigate
the possibility to estimate of TAP values of extracts by HPLC with the electrochemical detection (ED). In this case, it is
expected much lower detection limit than that observed in the classical electrochemical methods. In comparison to the
methods based on the generation of various radicals (including these described in the chromatographic literature) the
advantage of the described assay was its ability to relate TAP to various antioxidants by changing the potential of the
working electrode. The results were correlated with the TAPs values related to the DPPH radicals as well as to the total
polyphenols contentin the sample.
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1. Wstep
(Introduction)

Nie wiemy dlaczego sie starzejemy i umieramy. Nie istnieje zadna teoria ttumaczgca te procesy.
Wsrod wielu hipotez wazng jest wolnorodnikowa. Rodniki sg tez istotne w olbrzymiej wiekszosci choréb jako
przyczyna, skutek badz efekt uboczny [1]. Odgrywajg one tez pozytywna role ale ich nadmiar jest
zdecydowanie negatywny dla cztowieka. W toku ewolucji organizmy zywe nauczyly sie je usuwac
wytwarzajgc zmiatacze wolnych rodnikéw (czasami utozsamiane z antyoksydantami) [9]. Niedomiar tych
ostatnich moze by¢ podawany z pozywieniem [13]. W szczegdlnosci wiele antyoksydantéw wystepuje w
ziotach [17, 8].

Od dawna cztowiek poszukiwat $rodkdw leczniczych do zwalczania gnebigcych go chordb, utrzymania
dobrej kondycji, poprawy swego wygladu, rowniez w celu zwiekszenia odpornosci organizmu i przedtuzenia
zycia. Tymi Srodkami byty przede wszystkim réznorodne ziota rosngce w jego najblizszym otoczeniu. W
ziotfach wystepujg miedzy innymi naturalne przeciwutleniacze takie jak polifenole, a w szczegolnosci
flawonoidy iantocyjany, ktére majg zdolno$¢ do zmiatania reaktywnych form tlenu [22].

W badaniach in vitro dowiedziono, ze flawonoidy wystepujace w liSciach mitorzebu zabezpieczajg
komorki hipokampa przed tworzeniem polipeptydu B-amyloidu odpowiedzialnego za rozwdj choroby
Alzheimera. W leczeniu Alzheimera mozna zastosowac¢ réwniez liscie szatwii, ktorej sktadniki dziatajg
antyoksydacyjnie, przeciwzapalnie i sedatywnie [14]. Wiasciwosci zdrowotne niektérych powszechnie
stosowanych ziét znane sa juz od stuleci, ich aktywno$¢ zalezy przede wszystkim od ilosci sktadnikow
bioaktywnych. Ziota takie jak majeranek, czosnek, tymianek czy rozmaryn sg szeroko uzywane do
przygotowania wielu potraw w kuchni europejskiej. Ponadto ziota stosowane jako skfadniki diety, zaliczane
sg do bardzo waznych czynnikéw prewencyjnych niektérych chordb.
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Antyoksydanty mogq by¢ oznaczane wieloma technikami analitycznymi [16, 12, 7]. Czesto jest to
utrudnione lub niemozliwe gdy sktad prébki jest nieznany albo gdy antyoksydanty reaguja ze soba lub
wspotdziataja. Wowczas oznaczana jest sumaryczna wielkos¢, catkowity potencjat antyoksydacyjny (CPA),
zalezna od sumy ze stezen wszystkich antyoksydantéw przemnozonych przez ich state szybkos$ci reakcji z
rodnikami. W literaturze stosuje sie wiele nazw tej wielkosci [4]. Poniewaz wiele antyoksydantéw dziata na
podobnej zasadzie dlatego nie jest istotne stezenie poszczegdlnych z nich co jest dodatkowg zaletg
stosowania pomiaréw CPA. W pracy przedstawione zostang préby zastosowania do oznaczehn CPA zitt
trzech opracowanych lub opracowywanych jeszcze przez nas nowych metod, (i) CPA odniesionego do
rodnika hydroksylowego [11], (ii) mierzone jako sumaryczne pole powierzchni wszystkich pikéw
chromatograficznych utlenianych na elektrodzie detektora elektrochemicznego [19] oraz (iii) jako pole
powierzchni pikéw roznicowej woltametrii pulsowej, w ktérej potencjat odniesiony jest do rodnika
hydroksylowego i wystepuje w funkcji eksponencjalnej [2, 10]. Wyniki skorelowane zostang z klasyczng
metodg odniesiong do rodnika DPPH oraz z catkowitym stezeniem polifenoli w prébce.

2. Materiat i metody badan
(Materials and methods)

2.1. Aparatura
(Apparatus)

Pomiary chromatograficzne przeprowadzono na zestawie HPLC z dwoma detektorami,
fotometrycznym i elektrochemicznym. W jego sktad (Knauer, Berlin, Niemcy) wchodzi system naboru danych
(Smartline Menager 5000) z wbudowanym degazerem, podstawka na zbiorniki eluentu, mieszadto eluentu
(Dynamic Mixing Chamber), gradientowa pompa HPLC Smartline-1000, detektor spektrofotometryczny
(DAD) Smartline-2600, detektor amperometryczny (Recipe, Berlin, Niemcy) ClinLab EC3000 (elektroda
pracujgca: elektroda z wegla szklistego, GC; elektroda odniesienia: Ag/AgCI; elektroda pomocnicza: Pt),
autosampler Smartline-3900, termostat powietrzny kolumn Smartline-4000, kolumna Eurosper RP-18 5 ym,
250 x 4 mm 1.D. (Knauer), oprogramowanie do naboru i obrébki danych chromatograficznych — ClarityChrom
i EuroChrom.

pH roztworéw mierzono na pH-metrze OP-208/1 firmy RADELKIS (Budapeszt, Wegry). Pomiary
kolorymetryczne prowadzono na fotometrze firmy Thermo Spectronic, model - Helios Epsilon (USA) oraz
spektrofotometrze Beckam DUGS.

Pomiary woltamperometryczne prowadzono na potencjostacie AUTOLAB PGSTAT 12, firmy ECO
Chemie B.V. (Utrecht, Holandia) sterowanym programem GPES 4,9 z uktadem tréjelektrodowym (elektroda
pracujgca z wegla szklistego (GC); chlorosrebrowa elektroda odniesienia oraz elektroda pomocnicza
wykonana z drutu platynowego).

2.2. Odczynniki
(Reagents)

W pracy wykorzystano kwas p-hydroksybenzoesowy (p-HBA), 3,4-dihydroksybenzoesowy (3,4-DHBA)
oraz 3,4,5-trihydroksybenzoesowy (galusowy, 3,4,5-THBA), siarczan (V1) zelaza (ll), metanol, DPPH - 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl, kwas kamfosulfonowy (Sigma - Aldrich), 95% kwas siarkowy (VI); kwas
askorbinowy, brom, wolframian sodowy, molibdenian sodowy, bezwodny weglan sodowy, kwas
ortofosforowy, siarczan litu (POCh, Gliwice, Polska), wodorotlenek sodu, etanol, wodorofosforan sodu,
diwodorofosforan sodu, nadtlenek wodoru (Chempur, Piekary Slaskie, Polska).

Wszystkie badane ziota oprécz, kwiatu btawatka i malwy czarnej zostaly zebrane na Podlasiu w
okresie od maja do lipca 2009 r. Kwiat malwy czarnej zostat zakupiony w zakfadzie zielarskim KAWON-
HURT, Krajewice 119, Gostyn, a kwiat blawatka w sklepie Dary Natury, Mirostaw Angielczyk, Koryciny 73,
Grodzisk. Ekstrakty pozyskano z nastepujacych zidk: chaber, kwiat btawatka (Centaurea cyanus), babka
(zwyczajna) lancetowata szerokolistha (Plantago major), babka lancetowata waskolistna (Plantago
lanceolata), herbata (Herba thea), drapacz lekarski (Cnicus benedictus), dziurawiec zwyczajny (Hypericum
perforatum), hyzop lekarski (Hyssopus officinalis), lawenda lekarska (waskolistna) (Lavandula angustifolia),
lebiodka pospolita (oregano) (Origanum wvulgare), lipa szerokolistna (Tilia platyphyllos), majeranek
(Origanum majorana), malwa czarna (Alcea rosea), melisa lekarska (Melissa officinalis), mieta polna
(Mentha arvensis), mieta meksykanska (Agastache mexicana), mieta pieprzowa (Mentha piperita), mitorzab
japonski, dwuklapowy (Ginkgo biloba), nagietek lekarski (Calendula officinalis), nostrzyk zoity (Melilotus
officinalis), oregano, lebiodka pospolita (Origanum vulgare), podbiat pospolity (Tussilago farfara), pokrzywa
zwyczajna (Urtica dioica), poziomka pospolita (Fragaria vesca), rdest ptasi (Polygonum aviculare), skrzyp
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polny (Equisetum arvense), szalwia wieszcza (Salvia divinorum), szatwia lekarska drobnolistna (Salvia
officinaalis).

2.3. Procedury pomiarowe
(Procedures)

Badane ziota byly rozcierane w mozdzierzu w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny. Nastepnie
odwazono 0,2 g na 10 ml tréjkrotnie destylowanej wody stosowanej do ekstrakcji w aparacie Soxhleta oraz
0,5 g na 25 ml wody stosowanej do parzenia. Zardbwno proces ekstrakcji jak i parzenia trwaty 20 minut.
Przygotowane w ten sposdb napary byty wirowane i saczone przez saczek nylonowy o srednicy poréw 0,45
pm (Millipore, USA). Ekstrakty przechowywane bylty w zamrazarce w temperaturze -26°C. Poczatkowe
stezenie kazdego z przygotowanych naparéw wynosito 0,02 g/ml (20 g/l).

CPA odniesione do rodnikéw hydroksylowych (CPA H) ekstraktéw zioét badano, opisang wczes$niej
przez nas, metodg HPLC/UV wykorzystujaca rodniki hydroksylowe wytworzone w rekcji Fentona (0,3% wode
utleniona, roztwor zelaza (Il) i bufor fosforanowy o pH=7,4) [18].

Zawartos¢ polifenoli w ziotach zbadano wykorzystujac zmodyfikowang metode Folina-Ciocalteua (FC)
[5] W reakcji polifenoli z odczynnikiem FC tworzg sie niebieskie tlenki wolframu (WgO,3) i molibdenu
(MogO33), ktérych maksimum absorbancji jest przy 765 nm. Oznaczenie wykonano dodajac do kolby
miarowej o objetosci 10 cm?® 50 pl prébki o poczatkowym stezeniu 0,02 g/ml i 1 cm?® odczynnika FC. Po 3
min. dodano 4 cm® 20% Na,CO3 i uzupetniono wodg do kreski. Nastepnie przez 30 min. probki byty
przechowywane w zaciemnionym miejscu w celu ustabilizowania sie reakcji. Po tym czasie wykonano
pomiary kolorymetryczne przy dtugosci fali 765 nm w stosunku do Slepej proby, bedacej mieszaning
odczynnikéw bez dodatku probki. Wynik oznaczenia podano jako rdwnowartos¢ kwasu galusowego na 1 g
suchego ziota (mg GAE/Q).

Pomiar CPAPPH polegat na zmieszaniu porcji roztworu badanej probki i metanolu (catkowita objetos¢
probki i metanolu wynosita 1 cm3) z 1cm® 1 mM DPPH rozpuszczonym w metanolu. Mieszanine energicznie
wytrzgsano i pozostawiono na 30 min. w temp. pokojowej w ciemnosci. Zmiany absorbancji roztworu
mierzono na fotometrze przy dlugosci fali 517 nm. Wyniki zostaly przeliczone na zawartos¢ kwasu
galusowego na 1 g suchego ziota (mg GAE/g).

Pomiary chromatograficzne z detekcja elektrochemiczng (zakres potencjatéw, E = 0 = 1,0 V)
przeprowadzono w ukfadzie faz odwréconych (RP-C18) na kolumnie Eurospher C18 (Knauer), jako faze
ruchoma zastosowano bufor fosforanowy (pH=6,6). Pomiary prowadzono w temperaturze 20°C. Szybkos¢
przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min, a objetos¢ nastrzykiwanej na kolumne prébki 20 pl. Miarg CPA
byto sumaryczne pole powierzchni wszystkich pikow eluowanych do 30 minuty trwania analizy.

Pomiary elektrochemiczne prowadzono w naczynhku elektrochemicznym o objetosci 10 ml. Jako
elektrolit podstawowy zastosowano mieszaning 100 mM NaClO, w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego o
pH = 7,4 z dodatkiem kwasu kamfosulfonowego (o stezeniu koncowym 1 mM), dodawanym w celu ochrony
elektrody pracujacej przed nieodwracalng adsorpcjg réoznych zwigzkow z badanego roztworu. Szybkosé
skanowania wynosita 200 mV/s, pomiary prowadzono w dodatnim zakresie potencjatéw E = 0 + 1,5 V. Przed
kazdym pomiarem elektroda pracujaca byta mechanicznie czyszczona pasta diamentowg oraz zawiesing
wody i tlenku glinu o grubosci ziaren 1 ym. Wszystkie analizowane roztwory byty odtleniane za pomoca
argonu przez 5 minut.

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

3.1. CPA ziét w odniesieniu do rodnika hydroksylowego
(TAP®" of herbs related to the hydroxyl radicals)

Najbardziej reaktywnym i szkodliwym jest rodnik hydroksylowy. Na dodatek wystepuje on naturalnie w
organizmach zywych. Dlatego sensowne wydawato sie aby zbada¢ wiasciwosci antyoksydacyjne ziét
wlasnie w stosunku do tego rodnika. Metoda pomiaru polega na wytworzeniu rodnika hydroksylowego w
reakcji Fentona [12, 20]. Rodnik reaguje wowczas z sensorem (czyli zwigzkiem, ktorego produkt reakcji z
rodnikiem mozna tatwo oznacza¢ analitycznie). Produkt reakcji rodnika z sensorem oznaczany jest
chromatograficznie. Pomiar wykonuje sie powtérnie po dodaniu do uktadu badanej probki. Miarg CPA jest
réznica pola powierzchni pikdw chromatograficznych produktu reakcji rodnika z sensorem przed i po dodaniu
probki do ukfadu.

Jedynym ziotem, w ktérym dato sie zaobserwowaé wyrazny spadek wysokosci i pola powierzchni piku
3,4-DHBA byta pokrzywa. W pozostatych probkach zmiany pola powierzchni oznaczanego piku byty
nieznaczne i miescity sie w granicach niepewnosci pomiarowej. Te mate zmiany pola powierzchni piku lub
ich brak mogg $wiadczy¢ o tym, ze antyoksydanty zawarte w badanym ekstrakcie wystepujg w zbyt matym
stezeniu, badz wystepujg antyoksydanty o (i) silnych wtasciwosciach redukcyjnych, takich jak wit. C (kwas
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askorbinowy), ktére redukujg jony Fe(lll) do Fe(ll) zwiekszajac stezenie rodnikéw hydroksylowych lub (i)
kompleksujacych zZelazo. Oznacza to, ze pomiaréw CPA odniesionych do rodnika hydroksylowego nie
mozna zastosowac¢ do badania ziét. Podobne ograniczenie zaobserwowano w przypadku pomiaru CPA
osocza i/lub surowicy krwi [9] w tym przypadku spowodowane jest to duzym stezeniem jonéw zelaza
powstajacych w wyniku lizy erytrocytow.

3.2. CPA mierzone za pomoca HPLC z detekcja elektrochemiczna (ED)
(TAP measured by HPLC with electrochemical detection (HPLC-ED))

CPA ekstraktéw ziét mierzony za pomoca HPLC/ED polegat na analizie chromatograficznej badanej
probki. Jesli potencjat elektrody pracujacej ustawimy tak aby uzyskac¢ dodatnie piki chromatograficzne to
oznaczamy wowczas te sktadniki probki, ktére ulegajg utlenianiu, czyli antyoksydanty. Miarg CPA jest
sumaryczne pole powierzchni pod wszystkimi pikami chromatograficznymi. Pomiary takie mozna by byto
wykona¢ bez kolumny chromatograficznej (FIA). Wadg tego bytby wptyw objetosci martwej uktadu na
pomiary CPA. Zastosowanie HPLC ma te dodatkowag zalete, Ze mozna wyznaczy¢ CPA poszczegdlnych
zwigzkow lub grup zwigzkéw rozdzielanych chromatograficznie. Pomiary mozna wykonywaé przy réznych
potencjatach elektrody pracujacej, tzn. odnosi¢ CPA do réoznych rodnikéw. Przy niskich potencjatach
oznaczane sg tylko mocne antyoksydanty, przy wysokich — jednoczesnie silne i stabe antyoksydanty.
Pomiary wykonane przy réznych potencjatach umozliwiajg uzyskanie hydrodynamicznych woltamogramow,
znacznie bardziej czulych (z powodu bardzo duzych pradéw konwekcyjnych i minimalnych pradow
pojemnosciowych) niz uzyskiwanych klasycznymi metodami woltametrycznymi [19]. Wadg tej metody jest to,
ze probki rzeczywiste mogg zanieczyszczacC elektrode pracujaca i wskazane jest jej czyszczenie
mechaniczne po kazdym uzyciu.

Przyktadowe chromatogramy HPLC uzyskane przy roznych potencjatach elektrody pracujacej
przedstawiono na rysunku 1. Okazato sie, ze optymalng wartoscig potencjatu wybrang do oznaczen byt 0,6
V. Przy nizszym potencjale oznaczane piki byty niskie, ich pola powierzchni obarczone byty duzg
niepewnoscig pomiaru. Przy wyzszych potencjatach nie zaobserwowano pojawiania sie nowych pikéw na
chromatogramach (pochodzacych od stabszych antyoksydantéw), a jedynie wzrost ich catkowitego pola
powierzchni, natomiast potencjat elektrody pracujacej byt mniej odtwarzalny i elektroda czesciej sie
,Zatruwata” co wymagato jej czyszczenia niemal po kazdym pomiarze. Z otrzymanych hydrodynamicznych
woltamogramow (rys. 2) wynika, ze CPA, mozna odnie$s¢ do niskoczasteczkowych, polarnych zwigzkéw,
wymywanych w poblizu objetosci martwej kolumny (do 4 min.) oraz bardziej niepolarnych, duzych zwigzkéw
organicznych. W przypadku miety pieprzowej wiekszy udziat w CPA majg zwiazki charakteryzujace sie
wiekszg retencjg, a wiec prawdopodobnie o wiekszych czasteczkach i mniej polarne, np. flawonoidy. W
przypadku miety pieprzowej zwigzki wysokoczasteczkowe stanowig ok. 96% sumarycznego pola
powierzchni dla nizszych i ok. 93% dla wyzszych potencjatdw. Odpowiedzialne sg one za drugg fale
utleniania. Dla innych zi6t zwiazki wysokoczasteczkowe stanowig duzo mniejszy procent sumarycznego pola
powierzchni piku.

| o b Rys. 1. HPLC chromatogramy,
miety pieprzowej o stezeniu 0,02
al am |- g/ml. Warunki chromatograficzne:
kolumna - Eurospher C18, 5 um,
mr 250 x 4 mm (Knauer); temperatura
20 °C; faza ruchoma - bufor

"L T fosforanowy (pH 6,6); - szybkosé
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Fig. 1. HPLC chromatograms of
0.02 g/mL peppemint.
Experimental conditions: column —
Eurospher C18, 5 um, 250 x 4 mm
(Knauer); temperature - 20°C;

T T
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(pH 6.6); flow rate — 1 mL/min,
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Rys. 2. Hydrodynamiczny woltamogram miety pieprzowej o stezeniu 0,02 g/ml. Warunki chromatograficzne: kolumna -
Eurospher C18 250 x 4 mm (Knauer); temp. — 20 C; faza ruchoma - bufor fosforanowy (pH=6,6); szybkos$¢ przeptywu - 1
ml/min, detektor elektrochemiczny(E = 0,0 V + 1,0 V vs Ag/AgCl).

Fig. 2. Hydrodynamic voltammogram of 0.02 g/ml peppemint. Experimental conditions: column - Eurospher C18 250 x
4 mm (Knauer); temp. — 20 C; mobile phase — phosphate buffer (pH 6.6); flow rate - 1 ml/min, electrochemical detection
(E=0,0V+1,0Vvs Ag/AgClI).

Wartosci CPA™" badanych ziét, uzyskane dla potencjatow 0,6 V i 1 V, zostaty zestawione w tabeli 1.
Okazato sie, ze najsilniejszymi whasciwosciami antyoksydacyjnymi charakteryzuje sie majeranek, a
nastepnie szatwia drobnolistna i pokrzywa. Najmniejszg wartos¢ CPAFP uzyskano dla babki lancetowatej
waskolistnej, babki zwyczajnej i dziurawca. Warto$§¢ natezenia pradu wzrasta wraz ze wzrostem potencjatu.
Ta zaleznos¢ jest liniowa. Dlatego nalezy spodziewa¢ sie Kkorelacji miedzy wartoSciami CPAF
wyznaczonymi przy réznych potencjatach, ale nie nalezy oczekiwac¢, ze bedzie ona wprost proporcjonalna.
Dlatego korelacja pomiedzy wartoscig CPAP potencjatem jest nieliniowa (rys. 2). Ze wzrostem potencjatu
obserwuje sie nieliniowy wzrost pradu. Niemniej jednak, okazato sie, ze istnieje doS¢ dobra korelacja
pomiedzy wartosciami CPA®P uzyskanymi przy dwoch roznych wartosciach potencjatu elektrody pracujacej
(rysunek 3). Przeciecie korelacji z osig wartosci CPAFPY0 ng rysunku 3 jest wieksze od zera, co oznacza, ze
niektore przeciwutleniacze mozna zaobserwowac jedynie przy przytozeniu napiecia 1,0 V do elektrody
pracujgcej. Podziat pomiedzy silne i stabe przeciwutleniacze ukfada sie w rézny sposéb dla réznych ziét
(rysunek 4).
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Rys. 3. Korelacja pomiedzy wartos ciami CPAED°6| CPAFP™?,
Fig. 3. Correlation between TAPFP%®and TAPP
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Rys. 4. Warto$ci CPAF?*® (szare stupki) orazCPAP™ (sumaszarychi czarnych) ziot.
Fig. 4. TAPFP%® (gray bars) and TAP®*® (sum of gray and black bars) values ofvarious herbs.

DPPH FCR

Zaobserwowano réwniez do$é¢ dobrg korelacje miedzy wartosciami CPA i CPA ™" uzyskanymi
stosujac parzenie i ekstrakcje w aparacie Soxhleta jako sposoby przygotowania probek. Dla obu zaleznosci
regresga %}{ga zblizona do jednego. Linia trendu przecina o$ odpowiednio w wartosciach 8,9 i 2,5 GAE dla
CPAFCRE (rysunek 5a) i CPAPPPHEO% (rysunek 5b). Oznacza to, ze ekstrakcja za pomoca aparatu
Soxhleta jest bardziej skuteczna niz parzenie w procesie przygotowania probki.
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Rys. 5. Korelacja wartosci (A): CPA™R i (B): CPAP™™ prébek uzyskanych stosujac parzenie i ekstrakcje w aparacie

Soxhleta.
Fig. 5. Correlation between (A): TAPFR and (B): TAP®™ values of samples obtained using infusion and extraction in a

Soxhletapparatus.

3.3. Elektrochemiczny pomiar CPA
(Voltammetric measurements (TAP®"Y))

Z chemicznego punktu widzenia antyoksydanty sg reduktorami. Dlatego mozliwe jest ich oznaczanie
metodami elektrochemicznymi, a zwtaszcza technikami woltamperometrycznymi. Analiza danych dostarcza
tu dwéch waznych parametréw: potencjatu piku anodowego utleniania oraz natezenia pradu piku.
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Wykorzystanie tych dwéch parametrow do oceny antyoksydantow zaproponowali po raz pierwszy Chevion i
in. [6]. Potencjat piku jest bezposrednio zwiazany z potencjatem formalnym uktadu redoks, E °, do ktérego
nalezy antyoksydant, co pozwala oceni¢, czy zajdzie reakcja z danym odczynnikiem utleniajgcym. Potencjat
formalny mozna zatem uznaé¢ za miare mocy antyoksydacyjnej. Postugujac sie tym kryterium, Blasco i in. [3]
wyréznili antyoksydanty o duzej (E° = 0,3 V) i $redniej mocy (E° = 0,5 V). Yang i in. [21] zaproponowali
ocene mocy antyoksydacyjnej flawonoidéw na podstawie wartosci potencjatu piku anodowego utleniania.
Niezaleznie od nich, Kilmartin i in. wykorzystali potencjaty pierwszego piku anodowego w woltamperometrii
cyklicznej do charakterystyki polifenoli wystepujacych w winach oraz w naparach herbaty i kawy [15].
Opisane metody mozna zastosowac do tych prébek, w ktérych jeden lub dwa silne antyoksydanty wystepuja
w duzym stezeniu. W przypadku skomplikowanych prébek zaproponowana przez nas zostata metoda
polegajaca na oznaczaniu pola powierzchni pod krzywg woltametryczng w ktorej os potencjatowa zostata
zamieniona na eksponent z potencjatu mierzonego w stosunku do rodnika hydroksylowego [2, 10].

3.4. Korelacjaréznych CPA
(Correlation between various TAPS)

CPA w odniesieniu do rodnika DPPH wyznaczono dla wodnych ekstraktéw uzyskanych w aparacie
Soxhleta. Wyniki zestawiono w tabeli 1. Dla naparéw wodnych wyekstrahowanych w aparacie Soxhleta
najwyzsze wartosci CPA mialy melisa, dziurawiec, oregano i skrzyp. Zdolnosci oksydacyjne nagietka,
mitorzebu japonskiego oraz bfawatka byly mate.

Zaobserwowano dobrg, wprost proporcjonalng zalezno$¢ miedzy CPA odniesione do rodnika DPPH, a
catkowitym stezeniem polifenoli (rys. 6) oraz miedzy CPA wyznaczonym za pomocg HPLC/ED przy réznych
potencjatach elektrody pracujacej (tabela 1). Technika ta jest bardzo przydatna w oszacowywaniu
wlasciwoséci antyoksydacyjnych, poniewaz mozemy oznaczaé mocne badz, rownie wazne, stabe
antyoksydanty w zaleznosci od ustawionego potencjatu elektrody pracujgcej. Nie stwierdzono natomiast
korelacji pomiedzy CPA wyznaczonym elektrochemicznie (DPV), a innymi metodami (DPPH, ED, FC), ktére
znacznie roznig sie od siebie. Metody oparte na stabych rodnikach, jakim jest DPPH, sa czute na prébki
zawierajgce tylko silne przeciwutleniacze.
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Rys. 6. Korelacja pomigdzy CPA°™™" i CPATR.
Fig. 6. Correlation between TAP®"™ and TAPFR,
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Tabela 1. CPA ziét zbadanych réznymi technikami.
Table 1. TAP of herbs obtained using different assays.

TAPFCR TAPDPPH
Examined herbs TAPPPY | TAPEPOV | TAPEPOYY | TAPEPLOY
HO | H20%% | HO | H.0%%%

Ribwort plantain 31.7 342 (16.9| 18.5 - 0.02 0.9 14.7
Broadleafplantain 225 | 465 |18.2| 224 - 1.3 15 18.4
St. John's wort 664 | 750 [26.3| 39.2 - 0.2 6.4 19.2
Mexican mint 271 | 427 |69 | 122 - 3.3 13.7 20.8
Pot marigold 7.8 10.7 | 0.8 0.5 0.16 0.5 6.9 29.0
Cornflower 3.1 9.8 0.6 3.8 0.26 0.2 7.3 29.7
Field Mint 335 | 439 |152( 213 1.31 3.6 14.8 29.8
Common Knotgrass 109 | 246 | 15| 126 - 0.9 5.7 31.6
Ginkgo biloba 2.7 145 |16 3.9 0.37 0.8 7.1 33.6
Coltsfoot 31.6 315 (12.7] 129 0.92 1.0 6.1 33.9
Narrow-leaved lavender | 22.4 | 29.0 |[12.0( 13.8 - 3.6 22.3 38.1
Wild strawberry 35.0 64.1 (189]| 228 1.87 0.4 18.3 46.3
Oregano 57.0| 785 |325| 36.7 - 4.2 315 63.0
St. Benedict'sthistle 7.9 226 | 6.9 | 11.8 - 23.4 31.7 67.5
Peppermint 415 619 (17.3| 20.5 - 1.2 234 69.0
Yellow melilot 10.7 129 3.3 4.5 0.11 29 28.3 81.9
Hyssop 440 | 479 |155]| 17.7 0.92 0.5 35.8 86.8
Lemonbalm 114.2| 1245 |41.2| 52.0 281 1.9 65.7 92.3
Field horsetail 47.3 57.7 [(17.2] 32.2 1.96 52 92.7 1354
Black hollyhock 38.5 38.2 [13.6] 16.2 1.16 5.3 43.9 138.5
Stinging nettle 131 | 201 |51 7.7 0.87 349 90.4 148
Common sage 30.7 | 383 | 9.0 | 129 1.11 10.6 144.2 214.2
Marjoram 55.1 61.8 (19.0] 18.9 1.42 7.7 138.6 287.0

Explanatory notes:

TAPPPY _ total surface area under the DPV curve (-10°°), TAP®® [uAss] - total surface area of all chromatographic peaks
recorded at 0.2, 0.6 or 1.0 V, TAPP """ [GAE] - total antioxidant potential related to the DPPH radicals and TAP"“F [GAE]
- the total content of polyphenol estimated using, Folin-Ciocalteu reagent. For all experiments, RSD was < 5%.
Objasnienia:

CcPA”™ — pole powierzchni pod krzywa DPV(-10°), CPA™ (uA's) — catkowite pole powierzchni wszystkich pikéw
zarejestrowanych na chromatogramie wzgledem potencjatu elektrody pracujacej (0,6 lub 1 V), CPAP™ (GAE) -
catkowity potencjat antyoksydacyjny wzgledem rodnika DPPH oraz FC (GAE) — catkowita zawarto$ ¢ polifenoli, odczynnik
Folina-Ciocalteua. RSD <5 % dla wszystkich pomiaréw.

4. Whnioski

CPA odniesione do rodnikéw hydroksylowych nie mozna zastosowa¢ do badania ziét. Pomiar CPA za
pomocg HPLC/ED umozliwia oznaczanie antyoksydantéw o réznej mocy. Wartosci CPA ziét wyznaczone
przez pomiar catkowitego pola powierzchni pikow zarejestrowanych na detektorze amperometrycznym
odzwierciedlajg sumaryczng zawartoS¢ w nich antyoksydantow. Dobrg korelacje zaobserwowano dla
CPA™*®Vi cPA™" oraz DPPH i FCR.
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