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ABSTRACT

Introduction: Antioxidants contained in plant raw materials
prevent oxidative stress, and reduce the degenerative effects of
free radical reactions and damage caused by UV radiation. Anti-
oxidant activity is exhibited, for example, in raspberry (Rubus
idaeus), and blackberry (Rubus fruticosus), which have a high con-
tent of tannins, flavonoids, phenolic acids, vitamins and minerals.
Materials and methods: The raw plant material consisted of
fresh and dried leaves and fruits of raspberries and blackberries
harvested in 2014. This material was extracted using a Soxhlet
apparatus and by an ultrasound-assisted technique. To evalu-
ate antioxidant activity DPPH and FRAP methods were used in
the first year and DPPH and ABTS methods in the second year
of the study.

Results: The highest antioxidant activity, evaluated by the
DPPH method in 2015, was demonstrated by both raspberry
and blackberry fresh leaf extracts, whereas the highest reduc-
tive ability, assessed by FRAP, was demonstrated in fresh and

ABSTRAKT

Wstep: Antyoksydanty zawarte w surowcach roslinnych zapo-
biegaja stresowi oksydacyjnemu, redukujac degeneracyjne
skutki reakcji wolnorodnikowych czy uszkodzen wywotanych
promieniowaniem UV. Dziatanie przeciwutleniajace wykazuja
np. malina wtasciwa (Rubus idaeus) oraz jezyna europejska
(Rubus fruticosus), ktére charakteryzuja sie wysoka zawar-
toscig tanin, flawonoidéw, kwaséw fenolowych oraz witamin
i soli mineralnych.

Materiaty i metody: Surowcem roslinnym byty Swieze i suszone
liscie oraz owoce maliny wtasciwej i jezyny europejskiej zbie-
rane w 2014 r., ktore ekstrahowano za pomoca aparatu Soxhleta
i tazni ultradZwiekowej. Oceny wtasciwosci antyoksydacyjnych
dokonano przy uzyciu metody DPPH i FRAP w pierwszym roku
oraz metody DPPH i ABTS w drugim roku badan.

Wyniki: Najwyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajgcg, przy zasto-
sowaniu metody DPPH w 2015 r., wykazaty ekstrakty ze $wie-
zych lisci zaréwno maliny, jak i jezyny, a zdolnosci redukcyjne,

dried blackberry leaves. In the next year of the study (2016), the
activity of samples evaluated using the DPPH method did not
differ significantly, with the exception of fresh raspberry leaf.
In this year, the highest antioxidant properties, assessed using
the ABTS method, were shown by extracts made of fresh black-
berry leaves and fruits, and dried blackberry leaves.
Conclusions: All the studied material, both ethanolic leaves and
fruit extracts of raspberry and blackberry, reduced free radicals,
which was examined using three methods of evaluation of the
antioxidative properties (DPPH, FRAP and ABTS). The storage
of ethanolic extracts at ambient temperature had no significant
impact on the activity reduction of the evaluated plant material.
The antioxidant activity of most examined extracts remained
consistently high, which may be reflected in the use of the stud-
ied materials as sources of antioxidants in the cosmetics and
pharmaceuticals industries.

Keywords: antioxidant activity; plant extracts; DPPH; FRAP;
ABTS.

oceniane metodg FRAP, $wieze i suszone liscie jezyny. W nastep-
nym roku badan (2016) préby oznaczone metoda DPPH nie rdz-
nity sie istotnie, z wyjatkiem $wiezych lisci maliny. W tym roku,
oceniane przy wykorzystaniu metody ABTS, najwiekszymi wta-
Sciwo$ciami antyoksydacyjnymi charakteryzowaty sie ekstrakty
ze Swiezych lisci i owocow jezyny oraz suszonych lisci jezyny.
Whioski: Wszystkie badane wyciagi etanolowe, zaréwno z lisci,
jak i owocow maliny wtasciwej i jezyny europejskiej, wykazy-
waty aktywno$¢ antyoksydacyjng oznaczang metodami: DPPH,
FRAP, ABTS. Przechowywanie ekstraktéw etanolowych w tem-
peraturze otoczenia nie miato wiekszego wptywu na obnizenie
badanych wtasciwosci surowca roslinnego. Aktywnos¢ przeciw-
utleniajaca wiekszos$ci badanych ekstraktéw utrzymywata sie
na wysokim poziomie, co moze mie¢ przetozenie na wykorzysta-
nie tych surowcow jako zrédet przeciwutleniaczy w przemysle
kosmetycznym i farmaceutycznym.

Stowa kluczowe: aktywnos$¢ antyoksydacyjna; ekstrakty
roslinne; DPPH; FRAP; ABTS.
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Poréwnanie wtasciwosci przeciwutleniajacych wybranych czesci maliny wtasciwej (Rubus idaeus) i jezyny europejskiej (Rubus fruticosus)

WSTEP

Wiekszos$¢ wolnych rodnikéw mozna zaliczy¢ do reaktyw-
nych form tlenu, do ktérych naleza réwniez nadtlenek wodoru
oraz tlen singletowy [1, 2, 3]. Reaktywne formy tlenu moga
sie tworzy¢ w wyniku proceséw fizjologicznych, takich jak
wzrost komorek, apoptoza, r6znicowanie, autooksydacja lipi-
déw czy oddychanie komoérkowe, ale rowniez wskutek proce-
séw patologicznych, infekcji, reakcji immunologicznych i przy
udziale szkodliwych czynnikéw zewnetrznych [1, 4]. Orga-
nizm ludzki posiada specyficzne mechanizmy enzymatyczne
i nieenzymatyczne dziatajace w celu ochrony przeciwrodni-
kowej i utrzymania réwnowagi redoks w komérkach organi-
zmu. Pod wptywem pewnych czynnikéw, zaréwno egzo-, jak
i endogennych, w przypadku niedostatecznej zdolno$ci organi-
zmu do eliminacji reaktywnych form tlenu, bilans ten zostaje
zaburzony i dochodzi do tzw. zjawiska stresu oksydacyjnego.
Moze ono prowadzi¢ do uszkodzen struktur komdrkowych,
a w konsekwencji do réznych stanéw chorobowych. Skutki,
jakie przypisuje sie nadmiarowi utleniaczy, obejmujg m.in.:
zmiane struktury i funkcji lipidow, biatek, enzymoéw i struk-
tur DNA, mutacje komérkowe, a w konsekwencji aktywacje
kaskady reakcji rodnikowych, ktére moga posrednio prowadzi¢
do niekorzystnych proceséw, np. do rozwoju miazdzycy tetnic,
cukrzycy, zapalenia stawdéw, nowotworéw oraz przedwcze-
snego starzenia sie organizmu [1, 5, 6]. W celu ochrony przed
wspomnianymi procesami wykorzystywane sg zwigzki zali-
czane do grupy przeciwutleniaczy. Mozna je definiowac jako
czasteczki zdolne do hamowania utleniania innych molekut,
chronigce organizm przed stresem oksydacyjnym. Dziatanie
takie moga wykazywac przeciwutleniacze obecne w tkankach
ustroju, takie jak: witaminy C i E, ubichinon, karotenoidy, glu-
tation, enzymy, w tym dysmutaza nadtlenkowa, katalaza, per-
oksydaza glutationu [7]. Wtasciwosci antyrodnikowe posia-
daja réwniez inne zwigzki egzogenne nalezace do réznych
grup, np.: polifenole z podgrupa flawonoidéw (w tym katechiny,
flawony, izoflawony, antocyjany, flawanony, flawanole), ligna-
néw, stilbenéw, karotenoidéw (likopen, luteina, karoteny), jak
réwniez betalainy. Dodatkowo wspomnianymi wtasno$ciami
wykazuja sie zwiazki takie jak koenzym Q10, kwas ferulowy
czy melatonina [7, 8].

Naturalna ochrona organizmu przed nadmiarem wolnych
rodnikéw moze by¢ niewystarczajaca. Wskazuje to na koniecz-
no$¢ wspétdziatania antyoksydantéw réznego pochodzenia
i 0 r6znych mechanizmach dziatania [9]. Cennym naturalnym
zrodtem antyoksydantéw dostarczanych z pozywieniem sg nie-
ktore warzywa, owoce, przyprawy i ziota [3, 8, 10].

W pi$miennictwie mozna znalez¢ wiele przyktadéw badan
dotyczacych wtasciwosci przeciwutleniajacych owocéw
z uwagi na ich potencjat wynikajacy z obecnosci zwigzkéw
z grupy polifenoli. Na zainteresowanie zastuguje rodzina rézo-
watych (Rosaceae), w tym ro$liny z rodzaju Rubus z uwagi na ich
szerokie zastosowanie i fatwg dostepnos¢. Rodzaj ten obejmuje
ok. 700 gatunkéw wystepujacych naturalnie w klimacie umiar-
kowanym [11]. Surowce te znajduja zastosowanie w medycynie
ludowej, niekonwencjonalnej, ale tez w farmacji i kosmetyce.
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Charakteryzuja sie one wysokimi warto$ciami odzywczymi,
sa bogate w taniny, flawonoidy, antocyjany, kwasy fenolowe,
kwercetyne, triterpeny, witamine C, E, kwas foliowy, btonnik,
pektyny oraz sole mineralne. Wiele z tych sktadowych wyka-
zuje dziatanie przeciwutleniajace [11, 12, 13, 14, 15].

Obecnie obserwuje sie tendencje do stosowania natural-
nych surowcéw, ktére wykazuja wielokierunkowe dziatanie.
Antyoksydanty znajduja zastosowanie w pielegnacji skory
dojrzatej, zmeczonej, ziemistej, dotknietej objawami starzenia,
ale réwniez w odbudowywaniu bariery skérnej, zapobiega-
niu stresowi oksydacyjnemu, redukowaniu degeneracyjnych
skutkéw proceséw rodnikowych czy uszkodzen wywotanych
promieniowaniem UV. Ze wzgledu na powyzsze wtasciwos$ci
wciagz prowadzone sg badania w kierunku wykorzystania prze-
ciwutleniaczy pochodzenia roslinnego w kosmetologii [16, 17].

Celem pracy byta ocena wtasciwo$ci antyoksydacyjnych
wyciagéw uzyskanych ze §wiezych i suszonych lisci oraz owo-
cow maliny wtasciwej (Rubus idaeus) i jezyny europejskiej
(Rubus fruticosus) przy zastosowaniu roznych metod ekstrak-
cji surowca roslinnego.

MATERIALY | METODY

2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH), 2,4,6-tri(2-pirydylo)-s-
-triazyna (TPTZ), kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchromano-
-2-karboksylowy (troloks), kwas 2,2-azyno-bis(etylobenzotia-
zolino-6-sulfonowy) - ABTS pochodzity z firmy Sigma Aldrich
(USA); siarczan(VI) zelaza(Il) heksahydrat i chlorek zelaza(1II)
heptahydrat byty produkcji Merck Darmstadt (Niemcy); kwas
octowy 99,5% cz.d.a, octan sodu bezwodny cz.d.a, kwas solny
36% cz.d.a pochodzity z firmy Chempur (Piekary Slaskie, Polska).
Surowiec roslinny stanowity czesci krzewu maliny wtasci-
wej (Rubus idaeus) oraz jezyny europejskiej (Rubus fruticosus).
Owoce, liscie dojrzate oraz mtode liscie obu roslin pozyskane
zostaty z krzewow rosngcych na terenie Szczecina i zbierane
byty w przypadku maliny w okresie od poczatku lipca do korica
sierpnia 2014 r., natomiast w przypadku jezyny od kwietnia
do sierpnia 2014 r. Materiat w formie §wiezej poddano eks-
trakcji w aparacie Soxhleta, ponadto zastosowano metode
ekstrakcji wspomaganej ultradZwiekami w taZni ultradzwie-
kowej przez 30 minut. Tymi samymi metodami pozyskano row-
niez ekstrakty z suszonych owocéw ili$ci. Do analiz uzyto 5%
ekstraktéw w 70% (v/v) etanolu. Do czasu badania ekstrakty
przechowywano szczelnie zamkniete w zaciemnionym miejscu.
Analizy wtasciwosci antyoksydacyjnych dokonano przy
uzyciu trzech metod. Na poczatku 2015 r. badano aktywnos¢
przeciwrodnikowag przy uzyciu rodnika DPPH oraz zdolnos$¢
redukcji jonéw zelaza Fe** metoda FRAP. Pierwsze oznacze-
nia dokonano nieznacznie zmodyfikowana metoda DPPH [18,
19, 20, 21]. W tym przypadku jako materiat odniesienia zostat
uzyty etanolowy roztwor troloksu. Na podstawie zawarto$ci
niezredukowanego DPPH w badanej prébie, ktéra jest odwrot-
nie proporcjonalna do stezenia antyoksydantu, wykreslono
krzywa wzorcowa. Dla poszczegélnych préb obliczono réwno-
wazniki stezen troloksu, jakim odpowiadajg badane ekstrakty.

53



Joanna Zielonka-Brzezicka, Anna Nowak, Magdalena Zielinska, Adam Klimowicz

Oznaczono réwniez zdolno$¢ do eliminacji wolnych rodnikéw -
RSA (radical scavenging activity - %), korzystajac ze wzoru:

P

A
R%H@:@—A

]-100%
gdzie A4, oznacza absorbancje probki badanej, natomiast 4,
oznacza absorbancje prébki kontrolne;j.

W przypadku metody FRAP analizowano zdolnos¢ bada-
nych prébek do redukcji jonéw zelaza Fe3* z kompleksu zela-
ZOWO0-2,4,6-tri(2-pirydylo)-s-triazyny. Jako materiat odniesie-
nia zostat uzyty roztwor siarczanu(VI) zelaza(Il). Oznaczen
dokonano nieznacznie zmodyfikowang metodg FRAP [21, 22].

Na poczatku 2016 r. préby przebadano ponownie metoda
z uzyciem rodnika DPPH w celu sprawdzenia trwato$ci eks-
traktow, a ponadto wyciagi zbadano przy uzyciu metody ABTS
okreslajacej zdolno$¢ neutralizacji wolnego rodnika kwasu
2,2-azyno-bis(etylobenzotiazolino-6-sulfonowego). Analogicz-
nie, jak w przypadku pierwszych oznaczen, jako materiat odnie-
sienia zostat uzyty etanolowy roztwor troloksu. Obliczono
réwnowazniki stezen troloksu, jakim odpowiadajg badane
ekstrakty oraz RSA, wykorzystujac podany uprzednio wzdr.
Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtérzeniach, wyko-
rzystujac zmodyfikowang metode ABTS [22, 23], z ktérych wyli-
czono $rednig arytmetyczng i odchylenie standardowe (SD).

Analize statystyczna wynikéw przeprowadzono w pro-
gramie Statistica 12, wykorzystujac jedno- i dwuczynnikowa
analize wariancji przy poziomie istotno$ci o = 0,05. R6znice
miedzygrupowe oceniano testem Tuckeya, n = 3.

WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badan z 2015 r. przeprowadzo-
nych z wykorzystaniem dwéch metod stosowanych do pomiaru
wtasciwosci antyoksydacyjnej. W przypadku metody DPPH
zamieszczono $rednie wartos$ci (+SD) aktywnosci antyoksy-
dacyjnej wyrazone jako procent RSA oraz odpowiadajace im
stezenia troloksu w mmol/dm? W przypadku metody FRAP
w tabeli 1 przedstawiono wyniki pomiaru aktywnos$ci anty-
oksydacyjnej jako zdolno$¢ redukcji jondw Fe3* wyrazonej
w postaci stezenie FeSOy,.

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna lisci i owocow maliny oraz
jezyny, oznaczona metodg DPPH, wyrazona jako procent RSA,
miescita sie w granicach od 33,16 *1,27% do 99,32 +1,79% dla
ekstraktéw etanolowych uzyskanych przy uzyciu aparatu
Soxhleta oraz od 32,39 +0,69% do 97,60 +1,09% dla ekstraktow
uzyskanych przy pomocy tazni ultradzwiekowej. W przypadku
surowcow ekstrahowanych w aparacie Soxhleta najwyzszymi
wlasciwo$ciami przeciwutleniajacymi charakteryzowaty sie
$wieze liScie maliny, gdzie aktywno$¢ antyoksydacyjna, wyra-
zona wspoétczynnikiem RSA, wynosita az 99,32 +1,79%. Row-
niez wysoka aktywno$cig antyoksydacyjng charakteryzowaty
sie Swieze liscie i owoce jezyny, w przypadku ktérych RSA
wynosit odpowiednio 83,09 £0,29% i 85,15 +1,08%, co réznito
sie istotnie od pozostatych wariantéw. Istotnie najmniejsza
aktywnoscig antyoksydacyjng w przypadku zastosowania
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aparatu Soxhleta charakteryzowaty sie §wieze i suszone owoce
maliny, osiagajac wspo6tczynnik RSA na poziomie odpowied-
nio 29,98 +2,31% oraz 33,16 +1,27%. W przypadku ekstraktow
uzyskanych z wykorzystaniem ultradZzwiekéw w metodzie
DPPH zaobserwowano podobng tendencje, przy czym naj-
wyzsze wlasciwosci przeciwrodnikowe wykazywaty $wieze
liScie maliny (97,60 +1,09%), nastepnie $wieze i suszone liscie
jezyny (odpowiednio 89,47 +0,41% i 87,28 +0,48%), za$ najniz-
sze suszone owoce maliny, w przypadku ktérych RSA wyno-
sit 32,39 £0,69%, oraz suszone owoce jezyny - 38,22 +0,92%.
Aktywnos¢ antyoksydacyjna badana metodg FRAP, wyrazona
jako zdolnos$¢ redukcji jondw zelaza, dla badanych surowcéw
uzyskanych przy uzyciu aparatu Soxhleta miescita sie w prze-
dziale od 10,28 0,10 mmol Fe?*/L w suszonych li$ciach jezyny,
ktére charakteryzowaty sie istotnie najwyzsza aktywno-
$cia, do 1,00 +0,05 mmol Fe?*/L. w suszonych owocach maliny.
W przypadku ultradzwiekéw wystapita podobna tendencja,
gdyz suszone liScie jezyny cechowaty sie wtasciwos$ciami prze-
ciwrodnikowymi na wysokim poziomie 7,16 +0,02 mmol Fe?*/L,
za$ suszone owoce maliny - 0,63 0,02 mmol Fe?*/L (tab. 1).

W tabeli 2 przedstawiono wyniki pomiaru wtasciwosci anty-
oksydacyjnej w drugim roku badan (2016), w ktérym powté-
rzono, w celu sprawdzenia trwato$ci wyciggéw, oznaczenie
metodg DPPH. Po roku przechowywania ekstraktéw etano-
lowych w zaciemnionym miejscu i w temperaturze pokojowej
w wiekszo$ci analizowanych préob wiasciwosci przeciwutle-
niajace mierzone metodg DPPH zmniejszyty sie nieznacznie
(wyjatek stanowity $wieze liScie maliny) - rycina 1, dlatego
tez dodatkowo podjeto probe oznaczenia aktywnosci sporza-
dzonych wyciggéw metodg ABTS. W przypadku tej metody
istotnie najwyzsza aktywno$cia antyoksydacyjna wyrazona
wspotczynnikiem RSA charakteryzowaty sie Swieze i suszone
licie jezyny (odpowiednio 93,89 +2,75% i 93,51 +0,71%) oraz
Swieze owoce jezyny (84,91 +5,65%) dla prob uzyskanych przy
uzyciu aparatu Soxhleta. Podobna sytuacja wystapita dla eks-
traktéw uzyskanych z uzyciem ultradzwiekow. Suszony lis¢
jezyny charakteryzowat sie najwyzszym wspétczynnikiem
RSA na poziomie 94,36 +1,36%, nastepnie kolejno Swiezy 1i$¢
jezyny - 82,66 +2,49%, Swiezy owoc jezyny - 46,23 +4,80%
oraz $wiezy lis¢ maliny - 35,51 £3,55%. W metodzie tej istotnie
najnizsze wtasciwosci przeciwutleniajace wykazywaty swieze
i suszone owoce maliny, zaréwno dla préb ekstrahowanych
przy wykorzystaniu aparatu Soxhleta, jak i ultradzwiekoéw,
gdzie ich aktywnos$¢ antyoksydacyjna mie$cita sie w grani-
cach od 3,21 +0,74% do 5,72 +2,52%.

Na rycinie 2 przedstawiono korelacje pomiedzy warto-
$ciami aktywnosSci przeciwutleniajacej uzyskanych opisanymi
metodami w kolejnych latach badan. Wyniki dotycza ekstrak-
tow otrzymanych z wykorzystaniem aparatu Soxhleta oraz
ultradzwiekow. Wykazano wysoce istotng zaleznos¢ pomie-
dzy wynikami uzyskanymi w latach 2015 i 2016 w metodzie
DPPH; wspéiczynnik korelacji Spearmana wynosit r = 0,982
(p < 0,001) dla ekstraktéw uzyskiwanych z uzyciem aparatu
Soxhleta orazr = 0,984 (p < 0,001) dla ekstraktéw uzyskiwanych
za pomoca tazni ultradzwiekowej. Wysoka korelacja charak-
teryzowaty sie rowniez wyniki otrzymane metodami DPPH
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TABELA 1. Wtasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow etanolowych otrzymanych z lisci i owocéw maliny wtasciwej oraz jezyny europejskiej oceniane

metodami DPPH i FRAP w 2015 r., $rednia + odchylenie standardowe

Metoda DPPH

ekstrakcja za pomoca aparatu Soxhleta

ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami

Badany surowiec

aktywnos¢ réwnowaznik troloksu aktywnos¢ réwnowaznik troloksu
antyoksydacyjna (% RSA) (mmol/L) antyoksydacyjna (% RSA) (mmol/L)
Swieze liscie maliny 99,32 +1,79 a 0,89 +0,02 a 97,60 +1,09 a 0,87 0,01 a
Swieze liécie jezyny 83,09 0,29 b 0,74 £0,01 b 89,47 0,41 b 0,80 +0,01 b
Swieze owoce maliny 29,98 +2,31f 0,27 0,02 e 41,20 +1,55 e 0,38 +0,01 e
Swieze owoce jezyny 85,15 +1,08 b 0,76 0,01 b 61,57 £0,70 d 0,55 +0,01d
Suszone liscie maliny 73,37 +0,65 d 0,68 +0,01 ¢ 76,73 +0,45 c 0,71 £0,01 ¢
Suszone liscie jezyny 77,10 0,16 c 0,69 +0,00 c 87,28 +0,48 b 0,78 0,01 b
Suszone owoce maliny 33,16 +1,27 f 0,30 0,01 e 32,39+0,69 g 0,29 +0,01 g
Suszone owoce jezyny 52,24 0,39 e 0,46 +0,01d 38,22 +0,92 f 0,33 +0,01f

Metoda FRAP

Badany surowiec

ekstrakcja za pomoca aparatu Soxhleta

ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami

aktywnos¢ antyoksydacyjna
(mmol Fe3*/L)

aktywnos¢ antyoksydacyjna
(mmol Fe3*/L)

Swieze liscie maliny 3,52 +0,08d 1,92 +0,03 ¢
Swieze liscie jezyny 8,00 +0,03 b 3,56 +0,06 b
Swieze owoce maliny 1,22 +0,04 fg 0,85 +0,04 e
Swieze owoce jezyny 4,24 +0,05 ¢ 1,81 10,02 ¢
Suszone liscie maliny 1,98 +0,14 e 1,52 +0,08d
Suszone liscie jezyny 10,28 0,10 a 7,16 +0,02 a
Suszone owoce maliny 1,00 +0,05 g 0,63 +0,02 f
Suszone owoce jezyny 1,67 +0,06 ef 0,84 £0,03 e

Wartosci srednie oznaczone réznymi literami w kolumnach réznia sie istotnie statystycznie (a = 0,05), n = 3.

TABELA 2. Wtasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow etanolowych otrzymanych z lisci i owocéw maliny wtasciwej oraz jezyny europejskiej oceniane

metodami DPPH i ABTS w 2016 r., $rednia todchylenie standardowe

Metoda DPPH

ekstrakcja za pomoca aparatu Soxhleta

ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami

Badany surowiec

aktywnos¢ réwnowaznik troloksu aktywnos¢ réwnowaznik troloksu
antyoksydacyjna (% RSA) (mmol/L) antyoksydacyjna (% RSA) (mmol/L)
Swieze liécie maliny 85,71 +0,85 a 0,73 +0,01a 86,20 0,49 a 0,74 +0,01 a
Swieze liscie jezyny 82,84 +0,87 a 0,71 +0,01 a 88,33 0,26 a 0,76 £0,01 a
Swieze owoce maliny 23,20 £3,15f 0,18 +0,03 f 35,08 +3,90 ¢ 0,28 +0,04 ¢
Swieze owoce jezyny 84,79 0,89 a 0,72 +0,01a 60,65 +2,99 b 0,51 £0,03 b
Suszone liscie maliny 65,52 +2,77 ¢ 0,55 +0,03 ¢ 80,50 +6,33 a 0,69 £0,06 a
Suszone liscie jezyny 73,31+0,71b 0,62 +0,01 b 86,09 +0,26 a 0,74 +0,01 a
Suszone owoce maliny 31,17 +3,90 e 0,25 +0,03 e 29,63 4,86 C 0,24 +0,05 ¢
Suszone owoce jezyny 51,58 +2,73 d 0,43 +0,02 d 38,69 +1,53 ¢ 0,32 +0,02 ¢
Metoda ABTS

Badany surowiec ekstrakcja za pomoca aparatu Soxhleta

ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami

aktywnos¢ réwnowaznik troloksu aktywnos¢ réwnowaznik troloksu
antyoksydacyjna (% RSA) (mmol/L) antyoksydacyjna (% RSA) (mmol/L)
Swieze liécie maliny 73,26 £5,88 b 2,16 +0,17 a 35,51 £3,55 b 1,12 +0,10 b
Swieze licie jezyny 93,89 +2,75 a 2,73 20,08 a 82,66 +2,49 a 2,42 +0,07 a
Swieze owoce maliny 3,21 0,74 d 0,23 +0,02 ¢ 572 +2,52d 0,30 0,07 cd
Swieze owoce jezyny 84,91 +5,65 a 2,48 +0,16 a 46,23 +4,80 b 1,41 +0,13 b
Suszone liscie maliny 34,59 #1,57 ¢ 1,09 +0,04 b 8,71 +4,60 d 0,38 +0,13 cd
Suszone liscie jezyny 93,51x0,71a 2,71 £0,02 a 94,36 21,36 a 2,74 +0,04 a
Suszone owoce maliny 3,27 +2,14d 0,23 +0,06 ¢ 3,76 1,28 d 0,24 +0,04 d
Suszone owoce jezyny 35,29 +2,55 ¢ 1,11 +0,07 b 24,64 +2,14 C 0,82 0,06 ¢

Wartosci srednie oznaczone réznymi literami w kolumnach réznia sie istotnie statystycznie (a = 0,05), n = 3.
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Poréwnanie wtasciwosci przeciwutleniajacych wybranych czesci maliny wtasciwej (Rubus idaeus) i jezyny europejskiej (Rubus fruticosus)

1 ABTS w2016 r,, w przypadku ktérych wspétczynnik korelacji
wynosit r = 0,924 (p = 0,001). Natomiast stabg zalezno$¢ odno-
towano, poréwnujac metody FRAP z metodg DPPH w obydwu
latach badan, co sugeruje wspétczynnik korelacji na poziomie
r=0,602w2015ir = 0,629 w 2016 r. Podobne wnioski mozna
wysnu¢, poréwnujac oznaczenia metodg ABTS z metoda DPPH
przeprowadzone w drugim roku badan (r = 0,681).

DYSKUSJA

W badaniach przeprowadzonych w 2015 i 2016 r. 0znaczono
aktywno$c¢ antyoksydacyjng $§wiezych i suszonych lisci i owo-
cow maliny i jezyny z wykorzystaniem trzech metod: DPPH,
FRAP oraz ABTS, przy czym w pierwszym roku badan oceniano
wyciagi metodami DPPH oraz FRAP, nastepnie po roku prze-
chowywania prob - metodami DPPH i ABTS. Wyciagi etano-
lowe wszystkich surowcéw uzyskano, wykorzystujac aparat
Soxhleta oraz faznie ultradzwiekowa. Na podstawie przepro-
wadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze wyciagi etanolowe lisci
i owocow jezyny oraz maliny wykazujg zdolnosci do redukc;ji
wolnych rodnikéw, co potwierdzono wszystkimi trzema meto-
dami oznaczenia (tab. 1i2). Aktywno$¢ ta byta rézna w zalezno-
$ci od rodzaju badanego surowca oraz metody oznaczania wta-
$ciwosci antyoksydacyjnych, przy czym najwyzsze zdolno$ci
przeciwutleniajgce wyrazone wspoétczynnikiem RSA (%) przy
zastosowaniu metody DPPH w 2015 r. wykazaty $wieze liscie
zaréwno maliny, jak i jezyny, a takze §wieze owoce jezyny, gdzie
uzyskano wynik wskazujgcy na bardzo wysokie wtasciwosci
przeciwrodnikowe - ponad 87%, za$ w przypadku $wiezych
lisci malin nawet ponad 99% (tab. 1). W nastepnym roku badan
(2016) proéby oznaczone metodg DPPH nie roznity sie istotnie,
z wyjatkiem $wiezych lisci maliny (ryc. 1, tab. 2). W tym roku
oceniane przy wykorzystaniu metody ABTS istotnie najwyzsze
warto$ci RSA miaty otrzymane przy uzyciu aparatu Soxhleta
ekstrakty ze wiezych lisci (93,89%), owocow jezyny (84,91%)
i suszonych lisci jezyny (93,51%) oraz uzyskane z zastosowa-
niem tazni ultradzwiekowej wyciagi ze Swiezych (82,66%)
i suszonych lisci jezyny (94,36%) - tabela 2.

Wtasciwosci antyoksydacyjne surowcéw roslinnych zwia-
zane s3 z wysoka zawartoscig niektérych zwigzkdow, jak np.
polifenoli z obszerng podgrupa flawonoidéw (w tym kate-
chiny, flawony, izoflawony, antocyjany, flawanony, flawanole),
a takze kwaséw fenolowych, lignanéw i stilbenéw. Kolejne
grupy to karotenoidy (likopen, luteina, karoteny), betalainy,
witaminy. Dodatkowo wspomnianymi wtasno$ciami wykazuja
sie zwigzki takie jak koenzym Q10, kwas ferulowy czy melato-
nina [7, 8]. Emmons i wsp. oraz Kotodziej i Drozdzal zaobser-
wowali w swoich badaniach dotyczacych ekstraktéw z owsa
zwyczajnego oraz kwiatéw i owocéw bzu czarnego dodatnig
korelacje pomiedzy zawarto$cig polifenoli, zwigzkdw fenolo-
wych w roslinach i ich aktywnoscig antyoksydacyjna [24, 25].
Oancea i wsp. w badaniach wykazali znaczng ilo$¢ antocyjanin
w etanolowych wyciggach z jezyny, natomiast Tsanova-Savova
i wsp. oraz Lim podaja iz owoc jezyny jest bogatym Zrddtem
zwigzkéw fenolowych w poréwnaniu z innymi produktami
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spozywczymi [14, 26, 27]. Natomiast Niculescu i wsp. stwierdzili
w owocu jezyny bardzo duzg zawartos¢ takich antocyjanin,
jak cyjanidyna i malwidyna, ktére moga decydowac o silnych
wtasciwosciach antyoksydacyjnych surowca [28].

Na wtasciwosci przeciwutleniajgce moze tez mie¢ wptyw
Swiezo$¢ badanego surowca roslinnego. Po wysuszeniu surow-
céw w badaniach wtasnych uzyskano wyniki niejednorodne,
w zaleznosci od zastosowanej metody oznaczania aktywnosci
antyoksydacyjnej (tab. 1). Beyhan i wsp. badali metanolowe
ekstrakty ze $wiezych oraz suszonych owocéw i lisci akki sel-
lowej [29]. Najwiekszg zdolnoscig przeciwutleniajacg charak-
teryzowaty sie liscie, natomiast 2-krotnie wyzszg zawartos$¢
przeciwutleniaczy w grupie owocéw wykazano w ekstrak-
tach ze $wiezego surowca. Odmienne wyniki podajg Alabri
i wsp., ktérzy uzyskali najwiekszg aktywno$¢ antyoksyda-
cyjna w $wiezych lisciach surmikwiatu. Autorzy ci sugeruja,
ze podczas przechowywania surowcéw roslinnych niektdre
lotne zwigzki mogg odparowac i ulega¢ rozktadowi, natomiast
uzyskany efekt jest uzalezniony od wielu czynnikéw, tj. rodzaju
surowca czy metody przetwarzania probek [30].

Wielu autoréw zwraca uwage na fakt, ze wtasciwosci utle-
niajace surowcéw moga ulec zmianie zaleznie od sposobu
i czasu ich przechowywania [31, 32, 33]. Odmienne wyniki
uzyskano w badaniach wtasnych, gdyz ré6znice aktywno-
$ci antyoksydacyjnej tych samych ekstraktéw oznaczonych
po uptywie roku nie roznity sie istotnie (ryc. 1, tab. 11 2).

Wazne znaczenie ma réwniez wybdr metody do oznacza-
nia wtasciwos$ci antyoksydacyjnej. Ruiz-Rodriguez i wsp.
badali owoc tarniny i gtogu jednoszyjkowego z wykorzysta-
niem metod DPPH i FRAP. Autorzy nie wskazali jednoznacz-
nie, ktéra z metod bytaby najlepsza, gdyz uzyskane przez nich
wyniki r6znity sie istotnie. Sugeruja oni jednak, Ze metoda
DPPH moze mie¢ wieksze znaczenie w oznaczaniu aktywnosci
witaminy C, istotnego antyoksydantu, natomiast FRAP do ozna-
czania ogdlnej zawartosci polifenoli [34]. Z kolei Boeing i wsp.
uzyskali najwiekszg zdolnos¢ przeciwutleniajgcg surowcow
(truskawek, morwy czarnej i jagéd) oceniong metoda redukecji
jonéw zelaza w poréwnaniu z analizg wykorzystujaca rodnik
DPPH i analizg zdolno$ci absorbancji rodnikéw tlenowych [35].
Potwierdzaja to takze przeprowadzone oznaczenia wtasne.
Metoda FRAP, ktorej zastosowanie ma na celu ocene zdolno-
$ci redukcji jonéw Fe®* przez badane ekstrakty, prowadzita
do otrzymania nieco odmiennych wynikéw. W tym przypadku,
jaki przy oznaczeniach z wykorzystaniem rodnika ABTS, naj-
wyzszg aktywnos$¢ antyoksydacyjng wykazywaty suszone
liScie jezyny, natomiast w analizie z wykorzystaniem DPPH -
Swieze liscie jezyny (tab.1i2).

W przeprowadzonych badaniach aktywno$¢ antyoksyda-
cyjna surowcow byta rézna w zalezno$ci od zastosowanej
metody ekstrakcji i nie mozna wskazac, ktéry ze sposobow
jest najkorzystniejszy. Do podobnych wnioskéw doszli Péres
i wsp., ktérzy wskazali na rozbiezno$¢ w poziomie wyekstra-
howanych substancji przeciwutleniajacych. Poréwnywali oni
zawarto$¢ wybranych sktadowych w etanolowych ekstrak-
tach z roslin z rodziny pieprzowatych, uzyskanych réznymi
metodami. Zawarto$¢ witaminy E, bedacej przeciwutleniaczem,

57



Joanna Zielonka-Brzezicka, Anna Nowak, Magdalena Zielinska, Adam Klimowicz

byta wyzsza w wyciagach otrzymanych za pomoca aparatu
Soxhleta niz w otrzymanych przy uzyciu ultradzwiekow [36].
Odmienne wyniki uzyskali Bimakr i wsp., badajacy beninkaze
szorstka, bowiem stwierdzili znacznie wyzszg aktywnos¢
antyoksydacyjng surowcow uzyskanych za pomocg ekstrakeji
wspomaganej ultradzwiekami [37].

Antyoksydanty dziatajg w okreslony sposéb: stabilizujgc
i delokalizujgc niesparowane elektrony, poprzez chelatowanie
jonéw metali, jednoczes$nie unieczynniajgc enzymy utlenia-
jace, poprzez przerywanie reakcji rodnikowych, oddawanie
elektronéw w reakcjach redoks. Prowadzi to do neutralizacji
i wychwytywania wolnych rodnikéw przez przeciwutleniacze,
ktére w ten sposdb chronia struktury komérkowe przed utle-
nieniem, a co za tym idzie dziataja uszczelniajgco na naczynia
krwiono$ne, przeciwmutagennie i przeciwzapalnie. Mozna
zatem oczekiwac ich przydatno$ci w profilaktyce choréb
uktadu krwiono$nego, nerwowego, procesu fotostarzenia
sie skory i uszkodzen spowodowanych promieniowaniem UV,
a takze w tagodzeniu objawéw alergii oraz klimakterium [3, 9,
38]. Aktywnos¢ antyoksydacyjna wiekszo$ci badanych eks-
traktow utrzymywata sie na wysokim poziomie, co moze mie¢
przetozenie na wykorzystanie tych surowcéw jako Zrédet
przeciwutleniaczy w kosmetykach do skoéry dojrzatej. Ponadto
ze wzgledu na zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodni-
koéw jezyna i malina moga wspomagac¢ naturalne mechani-
zmy obronne organizmu, chroni¢ komdrki przed utlenieniem
i destrukcyjnym dziataniem reakcji wolnorodnikowych, przy-
czyniajacych sie do przedwczesnego starzenia sie. Obecnie
obserwuje sie tendencje do stosowania naturalnych surow-
cow, ktore wykazujg wielokierunkowe dziatanie. Antyoksy-
danty znajduja zastosowanie w pielegnacji skéry dojrzatej,
zmeczonej, ziemistej, dotknietej objawami starzenia, ale row-
niez w odbudowywaniu bariery skdrnej, zapobieganiu stre-
sowi oksydacyjnemu, redukowaniu degeneracyjnych skutkéw
procesow rodnikowych czy uszkodzen wywotanych promie-
niowaniem UV. Ze wzgledu na powyzsze wtasciwosci wcigz
prowadzone sa badania w kierunku wykorzystania przeciw-
utleniaczy pochodzenia roslinnego w kosmetologii [16, 17], za$
uzyskane wyniki badan wtasnych moga by¢ przyczynkiem
do zastosowania ekstraktéw z badanych roslin jako potencjal-
nych sktadnikéw preparatéw przeciwstarzeniowych.

WNIOSKI

1. Wszystkie badane ekstrakty roslinne uzyskane ze $wie-
zych i suszonych lisci oraz owocéw maliny wtasciwej (Rubus
idaeus) i jezyny europejskiej (Rubus fruticosus) charakteryzo-
waty sie zdolnos$cig do redukcji wolnych rodnikéw.

2. Przechowywanie wyciggéw etanolowych nie miato wiek-
szego wplywu na obnizenie badanych wtasciwos$ci surowca
roslinnego.

3. Aktywnos¢ przeciwutleniajgca wiekszosci badanych
ekstraktéw utrzymywata sie na wysokim poziomie, co moze
sugerowac wykorzystanie tych surowcéw jako Zrddet przeciw-
utleniaczy w przemysle kosmetycznym czy farmaceutycznym.
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