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POMIAR CALKOWITE]J ZDOLNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ
WYBRANYCH ANTYOKSYDANTOW I NAPAROW
METODA REDUKCJI RODNIKA DPPH

MEASUREMENT OF TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITY OF SELECTED ANTIOXIDANTS
AND INFUSIONS USING DPPH RADICAL REDUCTION

Abstrakt: Antyoksydanty sg obecne w wielu produktach zywnos$ciowych. Sg one niezmiernie wazne dla zdrowia i dobrego
samopoczucia. Wystepuja m.in. w ziotach, kawie, herbacie oraz innych produktach pochodzenia ro$linnego. W prezentowanej
pracy opisana zostalta metoda DPPH badania zdolnosci antyoksydacyjnej. Stosujac te¢ metode, poréwnano wtasciwosci
antyoksydacyjne: kwasu galusowego, kwasu kawowego, kwasu askorbinowego, palmitynianu kwasu askorbinowego,
glutationu zredukowanego, L-cysteiny, a-tokoferolu, troloksu oraz handlowych herbat ziolowych: melisy, rumianku, mig¢ty,
lipy, herbaty czarnej, herbaty zielonej oraz kawy mielonej i kawy rozpuszczalnej. Przedstawiona metoda moze zosta¢
wykorzystana jako ¢wiczenie laboratoryjne dla studentéw réznych kierunkéw studiéw przyrodniczych. Celem takich ¢wiczen
jest zapoznanie z metodyka pomiaru zdolno$ci antyoksydacyjnych metoda DPPH, poznanie skuteczno$ci antyoksydacyjnej
wybranych zwigzkéw w tej reakcji oraz oznaczenie catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej. Stwierdzono, ze badane
antyoksydanty i napary charakteryzuja si¢ zréznicowanymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi. Najlepsze wilasciwosci
antyoksydacyjne z przebadanych przeciwutleniaczy wykazuje kwas galusowy, natomiast spos$réd naparéw - zielona herbata.

Stowa kluczowe: catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna, DPPH, antyoksydanty, herbata, kawa

Abstract: Antioxidants, which are present in many food products, are extremely important for human health. They occur in
herbs, coffee, tea, and other products of vegetable origin. This paper describes the DPPH method for testing antioxidant
capacity. The method was used to compare the antioxidant properties of gallic acid, caffeic acid, ascorbic acid, ascorbyl
palmitate, reduced glutahione, L-cysteine, a-tocopherol, and trolox, as well as black tea, green tea, ground coffee, instant
coffee, and commercial herbal teas: lemon balm, chamomile, peppermint, and lime blossom. The experiments described in the
paper can be used as laboratory exercises for students in various fields of the natural sciences. The goal of such exercises is to
learn how to measure antioxidant capacities using the DPPH method, to assess the antioxidant effectiveness of selected
compounds in this reaction, and to determine the total antioxidant capacity of infusions. The antioxidants and infusions tested
were shown to have varying antioxidant properties. Gallic acid exhibited the highest antioxidant capacity among the
antioxidants tested, while green tea had the highest capacity among the infusions.

Keywords: total antioxidant activity, DPPH, antioxidant, tea, coffee

Wstep

W ostatnich latach znacznie wzrosto zastosowanie
produktéw roslinnych w dietetyce, pielggnacji i profilaktyce
wielu schorzen [1]. Substancje roslinne, niemajace wartosci
odzywczej (non-nutritive phytochemicals), charakteryzuja
si¢ r6znorodnoscig budowy chemicznej i zaliczane sg do
witamin, terpenoidéw, polifenoli, alkaloidéw, glukozylanéw,
saponin i in. [2]. Ich biologiczna aktywnos¢ czesto wigze si¢

ze zdolnoscig antyoksydacyjng. Wiele z tych zwiazkéw nie
jest syntetyzowanych przez organizm cztowieka, wigc
dostarczenie ich z pozywieniem ma znaczenie prewencyjne,
zwlaszcza w  ochronie przed wolnymi rodnikami.
Antyoksydanty to zwigzki, ktére w niewielkich stezeniach
ochraniaja przed utlenianiem lub znaczaco opdzniaja
utlenianie substratu [3].
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Produkty ro$linne zawieraja rézne antyoksydanty,
chronigce przed reakcjami z udzialem juz utworzonych
wolnych rodnikéw, to m.in. antyoksydanty hydrofilowe:
glutation i witamina C, antyoksydanty hydrofobowe:
witamina E, karotenoidy, ksantofile i zredukowany koenzym
Q10 oraz antocyjaniny, flawonoidy, fitoestrogeny [4].

Najwicksza grupa zwigzkéw pochodzenia roslinnego,
bedacych naturalnymi przeciwutleniaczami, sg polifenole. Ze
wzgledu na budowe szkieletu weglowego wyrdzniamy kilka
grup polifenoli: kwasy hydroksybenzoesowe, kwasy
hydroksycynamonowe i kumaryny, naftochinony, ksantony,
stilbeny i flawonoidy [2]. Zwiazki te dzigki zdolnosci do
przenoszenia protonéw i elektronéw moga tatwo ulegac
utlenieniu oraz moga posredniczy¢ w utlenianiu substratow
niereagujacych z tlenem. Wystepuja w todygach, liSciach
i owocach prawie wszystkich ro$lin w rdéznej ilosci
i stgzeniu, najczesciej w potaczeniu z cukrami. Szczegdlne
znaczenie profilaktyczne pelnig flawonoidy ze wzgledu na
roznorodnos$¢ budowy i wielokierunkowo$¢ aktywnosci
biologicznej. Obecno$¢ flawonoidéw stwierdzono m.in.
w owocach, warzywach, roslinach stragczkowych, a takze
w licznych roélinach leczniczych [5]. Flawonoidy wykazuja
silne wlasciwoéci antyoksydacyjne, zwigzane jest to
z obecnoscig w molekule kilku grup hydroksylowych.
Zdolnosci antyoksydacyjne flawonoidéw zaleza od potozenia
i liczby grup hydroksylowych, wigksza liczba grup
hydroksylowych nasila ich wtasciwos$ci przeciwutleniajace

[6].
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Rys. 1. DPPH: a) wolny rodnik, b) forma zredukowana
Fig. 1. DPPH: a) free radical, b) reduced form

W badaniach nad skuteczno$cig antyoksydantéw
wykorzystano ich zdolno§¢ do dezaktywacji wolnych
rodnikéw. Jedng z czesciej stosowanych metod jest metoda
z uzyciem odczynnika DPPH (1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazyl), ktéry jest stabilnym wolnym rodnikiem,
ma on niesparowany elektron na powloce walencyjnej na
jednym z atoméw azotu tworzacych mostek azotowy

(rys. la). Ze wzgledu na delokalizacje¢ niesparowanego
elektronu molekuty DPPH nie tworzg dimeréw [7].

DPPH tworzy stabilny kationorodnik, roztwér ma
ciemnofioletowa barw¢ o maksimum  absorbancji
w roztworze etanolowym przy dilugosci fali A = 517 nm.
W reakcji z substancjg, ktéra moze odda¢ atom wodoru,
tworzy forme¢ zredukowana DPPH (rys. 1b) i wdéwczas
zanika fioletowe zabarwienie roztworu. Spadek absorbancji
jest proporcjonalny do iloSci formy utlenionej DPPH, jaka
pozostaje w roztworze.

W  prezentowanej pracy pordwnano wlasciwosci
antyoksydacyjne wybranych antyoksydantéw i naparéw.
Praca ma charakter konspektu c¢wiczen laboratoryjnych
i moze by¢ wykorzystana na zaj¢ciach z biochemii, analizy
zywnos$ci 1 innych. Celem takich ¢wiczen jest zapoznanie
z metodyka pomiaru zdolno$ci antyoksydacyjnych metoda
DPPH, poznanie skuteczno$ci antyoksydacyjnej wybranych
zwigzkéw w tej reakcji oraz oznaczenie catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjne;j.

Material i metody

Odczynniki: Materiat badawczy stanowity
antyoksydanty: kwas galusowy (Sigma), kwas askorbinowy
(Sigma), glutation zredukowany (Fluka), L-cysteina
(Roanal), palmitynian kwasu askorbinowego (Sigma),
o-tokoferol 95% (Sigma), kwas kawowy (Sigma), trolox
(Sigma), handlowe herbaty ziolowe: melisa (Sir Roger),
rumianek (Sir Roger), migta (Sir Roger), lipa (Herbapol),
herbata czarna (Bartek), herbata zielona (Herbapol) oraz
kawa mielona (Jacobs Kronung) i kawa rozpuszczalna
(Tchibo Family Classic).

Sprzet: Pomiar absorbancji
spektrofotometrze VIS Helios Epsilon.

Wykonanie oznaczenia: W do$wiadczeniu
zastosowano 1 mM wodne roztwory kwasu galusowego,
kwasu  askorbinowego, glutationu  zredukowanego,
L-cysteiny i troloksu oraz 1 mM etanolowe roztwory
palmitynianu kwasu askorbinowego, a-tokoferolu
i kwasu kawowego. W celu przygotowania roztworéw
odwazono odpowiednio: 3,40 mg kwasu galusowego
M = 170 gmol™); 3,52 mg kwasu askorbinowego
(M = 176,12 g'mol™); 6,14 mg glutationu zredukowanego
M = 30733 gmol); 242 mg L-cysteiny
(M = 121,16 gmol™) i 5 mg troloksu (M = 250,29 g-mol™)
i rozpuszczono w 20 cm® wody oraz 8,30 mg palmitynianu
kwasu askorbinowego (M = 414,54 g-mol"l); 9,00 mg
o-tokoferolu (M = 430,72 g-mol_l) i 3,6 mg kwasu
kawowego (M = 180,16 g'mol™) i rozpuszczono w 20 cm’
alkoholu.

Napary przygotowano, zalewajac 1 g badanego
materiatu 100 cm® wody (90°C). Po uptywie 8 minut napar
saczono przez saczek $redni i chlodzono do temperatury
pokojowej [8]. Ekstrakty rozcienczono woda w stosunku 1:1.

Postgpowanie w przypadku roztworéw barwnych:
w przypadku rozZtworow barwnych kalibracje
spektrofotometru nalezy przeprowadzi¢, dodajac do kuwety
1,5 cm’ etanolu i 20 mm® badanego barwnego roztworu.

przeprowadzono na
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Aktywno$¢ _ antyoksydacyjng  oznaczano  wedlug
zmodyfikowanej metody Branda-Wiliamsa i wspdtprac.
z uzyciem syntetycznego rodnika DPPH

(1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl, Sigma) [9]. Absorbancje
roztworéw mierzono przy dtugosci fali A = 517 nm. 0,5 mM
alkoholowy roztwér DPPH przygotowano, rozpuszczajac
19,71 mg DPPH (M = 394.32 g/mol) w 100 cm’ etanolu.
Otrzymany roztwoér rozcienczono tak, aby jego absorbancja
przy dlugosci fali A = 517 nm wynosita ok. 0,9. Roztwoér
przechowywano w ciemnosci.

Kalibracje spektrofotometru przeprowadzono, uzywajac
etanolu. Zmierzono absorbancj¢ A, roztworu rodnika DPPH,
dodajac do 1,5 cm’ roztworu DPPH i 20 mm’ etanolu. Préba
badana zawierata 1,5 cm® roztworu DPPH i 20 mm’
badanego roztworu antyoksydantu lub ekstraktu, po
30 minutach od zainicjowania reakcji mierzono absorbancje
(A). Kazdy pomiar wykonano trzykrotnie
i obliczono $rednig warto$¢ absorbancji (Ag) dla danego
roztworu.

Obliczenia: W pierwszym etapie do$wiadczenia
zmierzono absorbancj¢ roztworu rodnika DPPH (A),
wynosita ona odpowiednio dla trzech prébek: 0,927; 0,932;
0,928. Srednia warto$¢ absorbancji (A,) obliczona z trzech

pomiaréw  wynosita  0,929.  Zdolno$¢  badanego
antyoksydantu do przeciwdziatania reakcji utleniania
obliczano ze wzoru [7]:
% inhibicji = 100 (Ag — Ag.)/Ag
gdzie:
Ay - $rednia  warto$§¢ absorbancji badanego roztworu
zawierajacego antyoksydant,

Ay - absorbancja roztworu rodnika DPPH.

Przyktadowe obliczenia dla kwasu galusowego:

absorbancja roztworu kwasu galusowego z DPPH (A) po 30
minutach od czasu zainicjowania reakcji wynosita
odpowiednio dla trzech probek: 0,217; 0,230; 0,221. Srednia
warto$¢ absorbancji (Ag) wynosita 0,223. Procent inhibicji
obliczono nastepujaco:

% inhibicji = 100 (0,929 - 0,223)/0,929 = 76,00

Wiyniki

W prezentowanej pracy poréwnano skuteczno$¢ réznych
antyoksydantow do reagowania z rodnikiem DPPH. Badane
antyoksydanty naleza do réznych typéw zwiazkéw
chemicznych. Maja tez rézng zdolnos¢ do reagowania
z rodnikiem DPPH, w opisywanej metodzie duzy procent
inhibicji wskazuje na silne wilasciwo$¢ antyoksydacyjng
zwigzku 1 oznacza matg pozostalo$¢ nieprzereagowanego
rodnika DPPH w prébce. W prezentowanej metodzie
poréwnano wtasciwos$ci antyoksydacyjne jednakowych ilosci
1 mM roztworéw antyoksydantéw. Kwas askorbinowy i jego
pochodna palmitynian askorbinianu charakteryzowaly si¢
podobnymi wilasciwosciami antyoksydacyjnymi i hamowaty
reakcje indykatorowg w okoto 30%. Glutation, naturalny
tréjpeptyd, dzieki wolnej grupie tiolowej, reaguje
z czynnikami elektrofilowymi i funkcjonuje w komoérkach
jako sktadnik buforu oksydoredukcyjnego, chronigcego
grupy —SH bialek przed utlenieniem [4]. W oznaczeniu

z DPPH charakteryzowal si¢ mniejsza zdolnoS$cia
antyoksydacyjng niz witamina C 1 jej pochodna.
matomolekularnym antyoksydantem obecnym w komérkach
i plynach ustrojowych jest aminokwas L-cysteina,
zawierajagcy w tancuchu bocznym grupe tiolowa, ktéry
podobnie jak glutation chroni komérki przed dziataniem
wolnych rodnikéw. Sposréd analizowanych substancji ma
ona najmniejsza zdolnos$¢ do reagowania z rodnikiem DPPH.

Tabela 1. Poréwnanie  zdolnosci

antyoksydantow i naparéw

antyoksydacyjnej ~ wybranych

Table 1. Comparision of antioxidant capacity of selected antioxidants and
infusions

Badany roztwér f;fgr“b‘fn‘cvj‘ir(‘zsc) [%] inhibicji
Kwas galusowy 0,223 76,00 (£0,72)
Kwas kawowy 0,525 43,49 (+3,77)
Kwas askorbinowy 0,655 29,49 (+0,88)
Palmitynian kwasu 0.618 33,51 (24,15)
askorbinowego
Glutation zredukowany 0,777 16,40 (+0,38)
L-cysteina 0,889 4,34 (x0,12)
o-tokoferol 0,536 42,27 (£3,09)
Trolox 0,567 39,00 (£2,18)
Melisa 0,759 18,34 (+0,63)
Rumianek 0,927 0,25 (£0,12)
Migta 0,838 9,76 (£0,78)
Lipa 0,468 49,66 (£2,27)
Herbata czarna 0,511 45,03 (%1,25)
Herbata zielona 0,094 89,92 (£0,53)
Kawa mielona 0,607 34,66 (£1,61)
Kawa rozpuszczalna 0,175 81,13 (£0,45)

Trolox jest rozpuszczalnym w wodzie analogiem
tokoferolu, stosowanym czgsto jako standard antyoksydantu
w roznych metodach oznaczeniach catkowitej zdolnos$ci
antyoksydacyjnej  [1].  Tokoferol jest naturalnym
antyoksydantem, chronigcym lipidy blon plazmatycznych
przed peroksydacja [4]. W prezentowanej metodzie oba
analizowane zwigzki charakteryzowaly si¢ podobng
zdolno$cig do redukcji rodnika DPPH. Najwieksza zdolno$é
antyoksydacyjng wykazywat kwas galusowy, zwigzek
z grupy polifenoli. Zwigzek ten wystgpuje naturalnie
w roSlinach, w duzych ilosciach w herbacie. Oprécz
wlasciwos$ci  antyoksydacyjnych polifenole zmniejszaja
ryzyko choréb naczyniowych, cukrzycy typu 2, choroby
Alzheimera, maja tez wlasciwosci  antybakteryjne
i przeciwzapalne [10].

Duza zdolno$¢ do redukcji rodnika DPPH wykazywat
réwniez kwas kawowy. Jest on jednym
z najpowszechniejszych kwasow fenolowych, wystepujacym
m.in. w kawie, jabtkach, ziemniakach i satacie [11].
Wykazuje on zdolno$¢ do blokowania kancerogenéw
powstajacych  na  drodze metabolicznych  przemian
niektérych substancji rakotwdrczych [11, 12]. Z polifenoli
wystepujacych w kawie, oprécz kwasu kawowego znaczng
ilo$¢ stanowi kwas chlorogenowy (ester kwasu chinowego
i kwasu kawowego). Filizanka kawy zawiera 70+350 mg
kwasu chlorogenowego [13].
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Rodliny o dzialaniu dietetycznym lub leczniczym sa
zrodlem witamin i metabolitéw wtérnych, wspomagaja
naturalng obron¢ antyoksydacyjng organizmu i przeciw-
dziataja szkodliwemu dziataniu wolnych rodnikéw [14].

Szereg metod badawczych znalazto zastosowanie do
oceny potencjatu przeciwutleniajacego ekstraktéow z roslin.
Metoda oceny z DPPH zastosowana w prezentowanej pracy
do poréwnania wlasciwosci ekstraktéw z ro$lin jest
powtarzalna i  mniej kosztowna ~w  pordwnaniu
z tradycyjnymi metodami in vivo. Inni autorzy réwniez
zwracajg uwage na zalety testow pomiaru calkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej in vitro, poniewaz pozwalaja
zaoszczgdzi¢ czas, zmniejszy¢ koszty oraz wyeliminowac
wiele czynnikéw wptywajacych na powstawanie btedéw
przy pomiarach in vivo [15]. Sposréd badanych ekstraktéw
najwigkszg zdolno$cig antyoksydacyjng charakteryzowat sie
ekstrakt z zielonej herbaty i kawy rozpuszczalnej. Napar
z zielonej herbaty jest bogaty w antyoksydanty, zawiera az
30+42% katechiny, 5+10% flawonoli, kwasy fenolowe,
kofeing, teobroming i teofiling, kwas chinonowy [16]. Napar
z herbaty czarnej ma mniejszg zdolno$¢ do redukcji rodnika
DPPH, gdyz ma mniej zwigzkéw antyoksydacyjnych. Jak
podaje literatura, otrzymanie czarnej herbaty wymaga
procesu utleniania oraz fermentacji, w czasie ktorych
zachodzi kondensacja zwigzkéw fenolowych. Utlenianiu
ulega okoto 75% katechin zawartych w lisciach herbaty.
Sredni sktad naparu z czarnej herbaty zawiera 10+12%
katechiny [16].

Prezentowana metoda pomiaru zdolnosci
antyoksydacyjnej z zastosowaniem odczynnika DPPH jest
stosowana do poréwnywania wlasciwosci antyoksy-
dacyjnych naturalnych surowcéw [17]. Jej =zalety to
dostepno§¢  stabilnego, handlowego rodnika DPPH,
doktadnos¢ i powtarzalno$¢ pomiaru, a otrzymane wyniki sg
poréwnywalne z warto§ciami uzyskanymi podczas badan

wykonanych innymi metodami pomiaru wlasciwosci
antyoksydacyjnych [18].
Whioski

Z przeprowadzonych badan wynika, ze najlepsze
wlasciwo$ci  antyoksydacyjne =~ wséréd  przebadanych
antyoksydantow wykazuje kwas galusowy.

W przypadku naparé6w najwigksza  aktywnos$¢
antyoksydacyjng wykazuja zielona herbata 1 kawa

rozpuszczalna. Natomiast rumianek praktycznie nie
wykazuje whasciwosci antyoksydacyjnych.
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