
 

 

CHEMIA � DYDAKTYKA � EKOLOGIA � METROLOGIA 2010, R. 15, NR 1 51 

 
 
Iwona Zych i Anna Krzepiłko 
 
Katedra Biochemii i Chemii �rodowiskowej 

Wydział Nauk Rolniczych w Zamo�ciu 

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie 

ul. Szczebrzeska 102, 22-400 Zamo�� 
tel. 84 627 27 20 lub 84 627 27 24 

email: iwona.zych@interia.eu 
 

POMIAR CAŁKOWITEJ ZDOLNO�CI ANTYOKSYDACYJNEJ  
WYBRANYCH ANTYOKSYDANTÓW I NAPARÓW  

METOD� REDUKCJI RODNIKA DPPH 
 

MEASUREMENT OF TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITY OF SELECTED ANTIOXIDANTS  

AND INFUSIONS USING DPPH RADICAL REDUCTION 

 
Abstrakt: Antyoksydanty s� obecne w wielu produktach �ywno�ciowych. S� one niezmiernie wa�ne dla zdrowia i dobrego 

samopoczucia. Wyst�puj� m.in. w ziołach, kawie, herbacie oraz innych produktach pochodzenia ro�linnego. W prezentowanej 

pracy opisana została metoda DPPH badania zdolno�ci antyoksydacyjnej. Stosuj�c t� metod�, porównano wła�ciwo�ci 

antyoksydacyjne: kwasu galusowego, kwasu kawowego, kwasu askorbinowego, palmitynianu kwasu askorbinowego, 

glutationu zredukowanego, L-cysteiny, �-tokoferolu, troloksu oraz handlowych herbat ziołowych: melisy, rumianku, mi�ty, 

lipy, herbaty czarnej, herbaty zielonej oraz kawy mielonej i kawy rozpuszczalnej. Przedstawiona metoda mo�e zosta� 
wykorzystana jako �wiczenie laboratoryjne dla studentów ró�nych kierunków studiów przyrodniczych. Celem takich �wicze	 
jest zapoznanie z metodyk� pomiaru zdolno�ci antyoksydacyjnych metod� DPPH, poznanie skuteczno�ci antyoksydacyjnej 

wybranych zwi�zków w tej reakcji oraz oznaczenie całkowitej zdolno�ci antyoksydacyjnej. Stwierdzono, �e badane 

antyoksydanty i napary charakteryzuj� si� zró�nicowanymi wła�ciwo�ciami antyoksydacyjnymi. Najlepsze wła�ciwo�ci 

antyoksydacyjne z przebadanych przeciwutleniaczy wykazuje kwas galusowy, natomiast spo�ród naparów - zielona herbata. 

 

Słowa kluczowe: całkowita 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, �-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.  
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Wst�p 

W ostatnich latach znacznie wzrosło zastosowanie 

produktów ro�linnych w dietetyce, piel�gnacji i profilaktyce 

wielu schorze	 [1]. Substancje ro�linne, niemaj�ce warto�ci 

od�ywczej (non-nutritive phytochemicals), charakteryzuj� 
si� ró�norodno�ci� budowy chemicznej i zaliczane s� do 

witamin, terpenoidów, polifenoli, alkaloidów, glukozylanów, 

saponin i in. [2]. Ich biologiczna aktywno�� cz�sto wi��e si� 

ze zdolno�ci� antyoksydacyjn�. Wiele z tych zwi�zków nie 

jest syntetyzowanych przez organizm człowieka, wi�c 

dostarczenie ich z po�ywieniem ma znaczenie prewencyjne, 

zwłaszcza w ochronie przed wolnymi rodnikami. 

Antyoksydanty to zwi�zki, które w niewielkich st��eniach 

ochraniaj� przed utlenianiem lub znacz�co opó
niaj� 
utlenianie substratu [3].  
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Produkty ro�linne zawieraj� ró�ne antyoksydanty, 

chroni�ce przed reakcjami z udziałem ju� utworzonych 

wolnych rodników, to m.in. antyoksydanty hydrofilowe: 

glutation i witamina C, antyoksydanty hydrofobowe: 

witamina E, karotenoidy, ksantofile i zredukowany koenzym 

Q10 oraz antocyjaniny, flawonoidy, fitoestrogeny [4].  

Najwi�ksz� grup� zwi�zków pochodzenia ro�linnego, 

b�d�cych naturalnymi przeciwutleniaczami, s� polifenole. Ze 

wzgl�du na budow� szkieletu w�glowego wyró�niamy kilka 

grup polifenoli: kwasy hydroksybenzoesowe, kwasy 

hydroksycynamonowe i kumaryny, naftochinony, ksantony, 

stilbeny i flawonoidy [2]. Zwi�zki te dzi�ki zdolno�ci do 

przenoszenia protonów i elektronów mog� łatwo ulega� 
utlenieniu oraz mog� po�redniczy� w utlenianiu substratów 

niereaguj�cych z tlenem. Wyst�puj� w łodygach, li�ciach  

i owocach prawie wszystkich ro�lin w ró�nej ilo�ci  

i st��eniu, najcz��ciej w poł�czeniu z cukrami. Szczególne 

znaczenie profilaktyczne pełni� flawonoidy ze wzgl�du na 

ró�norodno�� budowy i wielokierunkowo�� aktywno�ci 

biologicznej. Obecno�� flawonoidów stwierdzono m.in.  

w owocach, warzywach, ro�linach str�czkowych, a tak�e  

w licznych ro�linach leczniczych [5]. Flawonoidy wykazuj� 
silne wła�ciwo�ci antyoksydacyjne, zwi�zane jest to  

z obecno�ci� w molekule kilku grup hydroksylowych. 

Zdolno�ci antyoksydacyjne flawonoidów zale�� od poło�enia 

i liczby grup hydroksylowych, wi�ksza liczba grup 

hydroksylowych nasila ich wła�ciwo�ci przeciwutleniaj�ce 

[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�ci� antyoksydantów 

wykorzystano ich zdolno�� do dezaktywacji wolnych 

rodników. Jedn� z cz��ciej stosowanych metod jest metoda  

z u�yciem odczynnika DPPH (1,1-difenylo-2-

pikrylohydrazyl), który jest stabilnym wolnym rodnikiem, 

ma on niesparowany elektron na powłoce walencyjnej na 

jednym z atomów azotu tworz�cych mostek azotowy  

(rys. 1a). Ze wzgl�du na delokalizacj� niesparowanego 

elektronu molekuły DPPH nie tworz� dimerów [7].  

DPPH tworzy stabilny kationorodnik, roztwór ma 

ciemnofioletow� barw� o maksimum absorbancji  

w roztworze etanolowym przy długo�ci fali � = 517 nm.  

W reakcji z substancj�, która mo�e odda� atom wodoru, 

tworzy form� zredukowan� DPPH (rys. 1b) i wówczas 

zanika fioletowe zabarwienie roztworu. Spadek absorbancji 

jest proporcjonalny do ilo�ci formy utlenionej DPPH, jaka 

pozostaje w roztworze. 

W prezentowanej pracy porównano wła�ciwo�ci 

antyoksydacyjne wybranych antyoksydantów i naparów. 

Praca ma charakter konspektu �wicze	 laboratoryjnych  

i mo�e by� wykorzystana na zaj�ciach z biochemii, analizy 

�ywno�ci i innych. Celem takich �wicze	 jest zapoznanie  

z metodyk� pomiaru zdolno�ci antyoksydacyjnych metod� 
DPPH, poznanie skuteczno�ci antyoksydacyjnej wybranych 

zwi�zków w tej reakcji oraz oznaczenie całkowitej zdolno�ci 

antyoksydacyjnej.  

 

Materiał i metody 

Odczynniki: Materiał badawczy stanowiły 

antyoksydanty: kwas galusowy (Sigma), kwas askorbinowy 

(Sigma), glutation zredukowany (Fluka), L-cysteina 

(Roanal), palmitynian kwasu askorbinowego (Sigma),  

�-tokoferol 95% (Sigma), kwas kawowy (Sigma), trolox 

(Sigma), handlowe herbaty ziołowe: melisa (Sir Roger), 

rumianek (Sir Roger), mi�ta (Sir Roger), lipa (Herbapol), 

herbata czarna (Bartek), herbata zielona (Herbapol) oraz 

kawa mielona (Jacobs Kronung) i kawa rozpuszczalna 

(Tchibo Family Classic).  

Sprz�t: Pomiar absorbancji przeprowadzono na 

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, �-tokoferolu  

i kwasu kawowego. W celu przygotowania roztworów 

odwa�ono odpowiednio: 3,40 mg kwasu galusowego  

(M = 170 g�mol
–1

); 3,52 mg kwasu askorbinowego  

(M = 176,12 g�mol
–1

); 6,14 mg glutationu zredukowanego 

(M = 307,33 g�mol
–1

); 2,42 mg L-cysteiny  

(M = 121,16 g�mol
–1

) i 5 mg troloksu (M = 250,29 g�mol
–1

)  

i rozpuszczono w 20 cm
3
 wody oraz 8,30 mg palmitynianu 

kwasu askorbinowego (M = 414,54 g�mol
–1

); 9,00 mg  

�-tokoferolu (M = 430,72 g�mol
–1

) i 3,6 mg kwasu 

kawowego (M = 180,16 g�mol
–1

) i rozpuszczono w 20 cm
3
 

alkoholu.  

Napary przygotowano, zalewaj�c 1 g badanego 

materiału 100 cm
3
 wody (90°C). Po upływie 8 minut napar 

s�czono przez s�czek �redni i chłodzono do temperatury 

pokojowej [8]. Ekstrakty rozcie	czono wod� w stosunku 1:1. 

 Post�powanie w przypadku roztworów barwnych:  

W przypadku roztworów barwnych kalibracj� 
spektrofotometru nale�y przeprowadzi�, dodaj�c do kuwety 

1,5 cm
3 
etanolu i 20 mm

3
 badanego barwnego roztworu.  
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Aktywno�� antyoksydacyjn� oznaczano według 

zmodyfikowanej metody Branda-Wiliamsa i współprac.  

z u�yciem syntetycznego rodnika DPPH  

(1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl, Sigma) [9]. Absorbancj� 
roztworów mierzono przy długo�ci fali � = 517 nm. 0,5 mM  

alkoholowy roztwór DPPH przygotowano, rozpuszczaj�c 

19,71 mg DPPH (M = 394.32 g/mol) w 100 cm
3
 etanolu. 

Otrzymany roztwór rozcie	czono tak, aby jego absorbancja 

przy długo�ci fali � = 517 nm wynosiła ok. 0,9. Roztwór 

przechowywano w ciemno�ci. 

Kalibracj� spektrofotometru przeprowadzono, u�ywaj�c 

etanolu. Zmierzono absorbancj� A0 roztworu rodnika DPPH, 

dodaj�c do 1,5 cm
3
 roztworu DPPH i 20 mm

3
 etanolu. Próba 

badana zawierała 1,5 cm
3
 roztworu DPPH i 20 mm

3
 

badanego roztworu antyoksydantu lub ekstraktu, po  

30 minutach od zainicjowania reakcji mierzono absorbancj� 
(A). Ka�dy pomiar wykonano trzykrotnie  

i obliczono �redni� warto�� absorbancji (A�r) dla danego 

roztworu. 

Obliczenia: W pierwszym etapie do�wiadczenia 

zmierzono absorbancj� roztworu rodnika DPPH (A0), 

wynosiła ona odpowiednio dla trzech próbek: 0,927; 0,932; 

0,928. �rednia warto�� absorbancji (A0) obliczona z trzech 

pomiarów wynosiła 0,929. Zdolno�� badanego 

antyoksydantu do przeciwdziałania reakcji utleniania 

obliczano ze wzoru [7]: 

% inhibicji = 100 (A0 – A�r.)/A0  

gdzie: 

A�r. - �rednia warto�� absorbancji badanego roztworu 

zawieraj�cego antyoksydant, 

A0 - absorbancja roztworu rodnika DPPH. 

Przykładowe obliczenia dla kwasu galusowego: 

absorbancja roztworu kwasu galusowego z DPPH (A) po 30 

minutach od czasu zainicjowania reakcji wynosiła 

odpowiednio dla trzech próbek: 0,217; 0,230; 0,221. �rednia 

warto�� absorbancji (A�r.) wynosiła 0,223. Procent inhibicji 

obliczono nast�puj�co:  

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

 

Wyniki 

W prezentowanej pracy porównano skuteczno�� ró�nych 

antyoksydantów do reagowania z rodnikiem DPPH. Badane 

antyoksydanty nale�� do ró�nych typów zwi�zków 

chemicznych. Maj� te� ró�n� zdolno�� do reagowania  

z rodnikiem DPPH, w opisywanej metodzie du�y procent 

inhibicji wskazuje na silne wła�ciwo�� antyoksydacyjn� 
zwi�zku i oznacza mał� pozostało�� nieprzereagowanego 

rodnika DPPH w próbce. W prezentowanej metodzie 

porównano wła�ciwo�ci antyoksydacyjne jednakowych ilo�ci 

1 mM roztworów antyoksydantów. Kwas askorbinowy i jego 

pochodna palmitynian askorbinianu charakteryzowały si� 
podobnymi wła�ciwo�ciami antyoksydacyjnymi i hamowały 

reakcj� indykatorow� w około 30%. Glutation, naturalny 

trójpeptyd, dzi�ki wolnej grupie tiolowej, reaguje  

z czynnikami elektrofilowymi i funkcjonuje w komórkach 

jako składnik buforu oksydoredukcyjnego, chroni�cego 

grupy –SH białek przed utlenieniem [4]. W oznaczeniu  

z DPPH charakteryzował si� mniejsz� zdolno�ci� 
antyoksydacyjn� ni� witamina C i jej pochodna. 

małomolekularnym antyoksydantem obecnym w komórkach 

i płynach ustrojowych jest aminokwas L-cysteina, 

zawieraj�cy w ła	cuchu bocznym grup� tiolow�, który 

podobnie jak glutation chroni komórki przed działaniem 

wolnych rodników. Spo�ród analizowanych substancji ma 

ona najmniejsz� zdolno�� do reagowania z rodnikiem DPPH. 

 
Tabela 1. Porównanie zdolno�ci antyoksydacyjnej wybranych 

antyoksydantów i naparów 

Table 1. Comparision of antioxidant capacity of selected antioxidants and 

infusions 

Badany roztwór 
�rednia warto�� 
absorbancji (A�r) 

[%] 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 

askorbinowego 
0,618 33,51 (±4,15) 

Glutation zredukowany 0,777 16,40 (±0,38) 

L-cysteina 0,889 4,34 (±0,12) 

�-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) 

Mi�ta 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 cz�sto jako standard antyoksydantu 

w ró�nych metodach oznaczeniach całkowitej zdolno�ci 

antyoksydacyjnej [1]. Tokoferol jest naturalnym 

antyoksydantem, chroni�cym lipidy błon plazmatycznych 

przed peroksydacj� [4]. W prezentowanej metodzie oba 

analizowane zwi�zki charakteryzowały si� podobn� 
zdolno�ci� do redukcji rodnika DPPH. Najwi�ksz� zdolno�� 
antyoksydacyjn� wykazywał kwas galusowy, zwi�zek  

z grupy polifenoli. Zwi�zek ten wyst�puje naturalnie  

w ro�linach, w du�ych ilo�ciach w herbacie. Oprócz 

wła�ciwo�ci antyoksydacyjnych polifenole zmniejszaj� 
ryzyko chorób naczyniowych, cukrzycy typu 2, choroby 

Alzheimera, maj� te� wła�ciwo�ci antybakteryjne  

i przeciwzapalne [10].  

Du�� zdolno�� do redukcji rodnika DPPH wykazywał 

równie� kwas kawowy. Jest on jednym  

z najpowszechniejszych kwasów fenolowych, wyst�puj�cym 

m.in. w kawie, jabłkach, ziemniakach i sałacie [11]. 

Wykazuje on zdolno�� do blokowania kancerogenów 

powstaj�cych na drodze metabolicznych przemian 

niektórych substancji rakotwórczych [11, 12]. Z polifenoli 

wyst�puj�cych w kawie, oprócz kwasu kawowego znaczn� 
ilo�� stanowi kwas chlorogenowy (ester kwasu chinowego  

i kwasu kawowego). Fili�anka kawy zawiera 70÷350 mg 

kwasu chlorogenowego [13]. 
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Ro�liny o działaniu dietetycznym lub leczniczym s� 

ródłem witamin i metabolitów wtórnych, wspomagaj� 
naturaln� obron� antyoksydacyjn� organizmu i przeciw-

działaj� szkodliwemu działaniu wolnych rodników [14].  

Szereg metod badawczych znalazło zastosowanie do 

oceny potencjału przeciwutleniaj�cego ekstraktów z ro�lin. 

Metoda oceny z DPPH zastosowana w prezentowanej pracy 

do porównania wła�ciwo�ci ekstraktów z ro�lin jest 

powtarzalna i mniej kosztowna w porównaniu  

z tradycyjnymi metodami in vivo. Inni autorzy równie� 
zwracaj� uwag� na zalety testów pomiaru całkowitej 

zdolno�ci antyoksydacyjnej in vitro, poniewa� pozwalaj� 
zaoszcz�dzi� czas, zmniejszy� koszty oraz wyeliminowa� 
wiele czynników wpływaj�cych na powstawanie bł�dów 

przy pomiarach in vivo [15]. Spo�ród badanych ekstraktów 

najwi�ksz� zdolno�ci� antyoksydacyjn� charakteryzował si� 
ekstrakt z zielonej herbaty i kawy rozpuszczalnej. Napar  

z zielonej herbaty jest bogaty w antyoksydanty, zawiera a� 
30÷42% katechiny, 5÷10% flawonoli, kwasy fenolowe, 

kofein�, teobromin� i teofilin�, kwas chinonowy [16]. Napar 

z herbaty czarnej ma mniejsz� zdolno�� do redukcji rodnika 

DPPH, gdy� ma mniej zwi�zków antyoksydacyjnych. Jak 

podaje literatura, otrzymanie czarnej herbaty wymaga 

procesu utleniania oraz fermentacji, w czasie których 

zachodzi kondensacja zwi�zków fenolowych. Utlenianiu 

ulega około 75% katechin zawartych w li�ciach herbaty. 

�redni skład naparu z czarnej herbaty zawiera 10÷12% 

katechiny [16].  

Prezentowana metoda pomiaru zdolno�ci 

antyoksydacyjnej z zastosowaniem odczynnika DPPH jest 

stosowana do porównywania wła�ciwo�ci antyoksy-

dacyjnych naturalnych surowców [17]. Jej zalety to 

dost�pno�� stabilnego, handlowego rodnika DPPH, 

dokładno�� i powtarzalno�� pomiaru, a otrzymane wyniki s� 
porównywalne z warto�ciami uzyskanymi podczas bada	 

wykonanych innymi metodami pomiaru wła�ciwo�ci 

antyoksydacyjnych [18]. 

 

Wnioski 

Z przeprowadzonych bada	 wynika, �e najlepsze 

wła�ciwo�ci antyoksydacyjne w�ród przebadanych 

antyoksydantów wykazuje kwas galusowy.  

W przypadku naparów najwi�ksz� aktywno�� 
antyoksydacyjn� wykazuj� zielona herbata i kawa 

rozpuszczalna. Natomiast rumianek praktycznie nie 

wykazuje wła�ciwo�ci antyoksydacyjnych.  
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