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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 

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.

ABSTRAKT 
Wstęp: Antyoksydanty zawarte w surowcach roślinnych zapo-
biegają stresowi oksydacyjnemu, redukując degeneracyjne 
skutki reakcji wolnorodnikowych czy uszkodzeń wywołanych 
promieniowaniem UV. Działanie przeciwutleniające wykazują 
np. malina właściwa (Rubus idaeus) oraz jeżyna europejska 
(Rubus fruticosus), które charakteryzują się wysoką zawar-
tością tanin, flawonoidów, kwasów fenolowych oraz witamin 
i soli mineralnych. 
Materiały i metody: Surowcem roślinnym były świeże i suszone 
liście oraz owoce maliny właściwej i jeżyny europejskiej zbie-
rane w 2014 r., które ekstrahowano za pomocą aparatu Soxhleta 
i łaźni ultradźwiękowej. Oceny właściwości antyoksydacyjnych 
dokonano przy użyciu metody DPPH i FRAP w pierwszym roku 
oraz metody DPPH i ABTS w drugim roku badań. 
Wyniki: Najwyższą aktywność przeciwutleniającą, przy zasto-
sowaniu metody DPPH w 2015 r., wykazały ekstrakty ze świe-
żych liści zarówno maliny, jak i jeżyny, a zdolności redukcyjne, 

oceniane metodą FRAP, świeże i suszone liście jeżyny. W następ-
nym roku badań (2016) próby oznaczone metodą DPPH nie róż-
niły się istotnie, z wyjątkiem świeżych liści maliny. W tym roku, 
oceniane przy wykorzystaniu metody ABTS, największymi wła-
ściwościami antyoksydacyjnymi charakteryzowały się ekstrakty 
ze świeżych liści i owoców jeżyny oraz suszonych liści jeżyny. 
Wnioski: Wszystkie badane wyciągi etanolowe, zarówno z liści, 
jak i owoców maliny właściwej i jeżyny europejskiej, wykazy-
wały aktywność antyoksydacyjną oznaczaną metodami: DPPH, 
FRAP, ABTS. Przechowywanie ekstraktów etanolowych w tem-
peraturze otoczenia nie miało większego wpływu na obniżenie 
badanych właściwości surowca roślinnego. Aktywność przeciw-
utleniająca większości badanych ekstraktów utrzymywała się 
na wysokim poziomie, co może mieć przełożenie na wykorzysta-
nie tych surowców jako źródeł przeciwutleniaczy w przemyśle 
kosmetycznym i farmaceutycznym. 
Słowa kluczowe: aktywność antyoksydacyjna; ekstrakty 
roślinne; DPPH; FRAP; ABTS. 
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WSTĘP

Większość wolnych rodników można zaliczyć do reaktyw-
nych form tlenu, do których należą również nadtlenek wodoru 
oraz tlen singletowy [1, 2, 3]. Reaktywne formy tlenu mogą 
się tworzyć w wyniku procesów fizjologicznych, takich jak 
wzrost komórek, apoptoza, różnicowanie, autooksydacja lipi-
dów czy oddychanie komórkowe, ale również wskutek proce-
sów patologicznych, infekcji, reakcji immunologicznych i przy 
udziale szkodliwych czynników zewnętrznych [1, 4]. Orga-
nizm ludzki posiada specyficzne mechanizmy enzymatyczne 
i nieenzymatyczne działające w celu ochrony przeciwrodni-
kowej i utrzymania równowagi redoks w komórkach organi-
zmu. Pod wpływem pewnych czynników, zarówno egzo-, jak 
i endogennych, w przypadku niedostatecznej zdolności organi-
zmu do eliminacji reaktywnych form tlenu, bilans ten zostaje 
zaburzony i dochodzi do tzw. zjawiska stresu oksydacyjnego. 
Może ono prowadzić do uszkodzeń struktur komórkowych, 
a w konsekwencji do różnych stanów chorobowych. Skutki, 
jakie przypisuje się nadmiarowi utleniaczy, obejmują m.in.: 
zmianę struktury i funkcji lipidów, białek, enzymów i struk-
tur DNA, mutacje komórkowe, a w konsekwencji aktywację 
kaskady reakcji rodnikowych, które mogą pośrednio prowadzić 
do niekorzystnych procesów, np. do rozwoju miażdżycy tętnic, 
cukrzycy, zapalenia stawów, nowotworów oraz przedwcze-
snego starzenia się organizmu [1, 5, 6]. W celu ochrony przed 
wspomnianymi procesami wykorzystywane są związki zali-
czane do grupy przeciwutleniaczy. Można je definiować jako 
cząsteczki zdolne do hamowania utleniania innych molekuł, 
chroniące organizm przed stresem oksydacyjnym. Działanie 
takie mogą wykazywać 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]. Właściwości antyrodnikowe posia-
dają również inne związki egzogenne należące do różnych 
grup, np.: polifenole z podgrupą flawonoidów (w tym katechiny, 
flawony, izoflawony, antocyjany, flawanony, flawanole), ligna-
nów, stilbenów, karotenoidów (likopen, luteina, karoteny), jak 
również betalainy. Dodatkowo wspomnianymi własnościami 
wykazują się związki takie jak koenzym Q10, kwas ferulowy 
czy melatonina [7, 8]. 

Naturalna ochrona organizmu przed nadmiarem wolnych 
rodników może być niewystarczająca. Wskazuje to na koniecz-
ność współdziałania antyoksydantów różnego pochodzenia 
i o różnych mechanizmach działania [9]. Cennym naturalnym 
źródłem antyoksydantów dostarczanych z pożywieniem są nie-
które warzywa, owoce, przyprawy i zioła [3, 8, 10]. 

W piśmiennictwie można znaleźć wiele przykładów badań 
dotyczących właściwości przeciwutleniających owoców 
z uwagi na ich potencjał wynikający z obecności związków 
z grupy polifenoli. Na zainteresowanie zasługuje rodzina różo-
watych (Rosaceae), w tym rośliny z rodzaju Rubus z uwagi na ich 
szerokie zastosowanie i łatwą dostępność. Rodzaj ten obejmuje 
ok. 700 gatunków występujących naturalnie w klimacie umiar-
kowanym [11]. Surowce te znajdują zastosowanie w medycynie 
ludowej, niekonwencjonalnej, ale też w farmacji i kosmetyce. 

Charakteryzują się one wysokimi wartościami odżywczymi, 
są bogate w taniny, flawonoidy, antocyjany, kwasy fenolowe, 
kwercetynę, triterpeny, witaminę C, E, kwas foliowy, błonnik, 
pektyny oraz sole mineralne. Wiele z tych składowych wyka-
zuje działanie przeciwutleniające [11, 12, 13, 14, 15]. 

Obecnie obserwuje się tendencję do stosowania natural-
nych surowców, które wykazują wielokierunkowe działanie. 
Antyoksydanty znajdują zastosowanie w pielęgnacji skóry 
dojrzałej, zmęczonej, ziemistej, dotkniętej objawami starzenia, 
ale również w odbudowywaniu bariery skórnej, zapobiega-
niu stresowi oksydacyjnemu, redukowaniu degeneracyjnych 
skutków procesów rodnikowych czy uszkodzeń wywołanych 
promieniowaniem UV. Ze względu na powyższe właściwości 
wciąż prowadzone są badania w kierunku wykorzystania prze-
ciwutleniaczy pochodzenia roślinnego w kosmetologii [16, 17]. 

Celem pracy była ocena właściwości antyoksydacyjnych 
wyciągów uzyskanych ze świeżych i suszonych liści oraz owo-
ców maliny właściwej (Rubus idaeus) i jeżyny europejskiej 
(Rubus fruticosus) przy zastosowaniu różnych metod ekstrak-
cji surowca roślinnego. 

MATERIAŁY I 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 pochodziły z firmy Sigma Aldrich 
(USA); siarczan(VI) żelaza(II) heksahydrat i chlorek żelaza(III) 
heptahydrat były produkcji Merck Darmstadt (Niemcy); kwas 
octowy 99,5% cz.d.a, octan sodu bezwodny cz.d.a, kwas solny 
36% cz.d.a pochodziły z firmy Chempur (Piekary Śląskie, Polska). 

Surowiec roślinny stanowiły części krzewu maliny właści-
wej (Rubus idaeus) oraz jeżyny europejskiej (Rubus fruticosus). 
Owoce, liście dojrzałe oraz młode liście obu roślin pozyskane 
zostały z krzewów rosnących na terenie Szczecina i zbierane 
były w przypadku maliny w okresie od początku lipca do końca 
sierpnia 2014 r., natomiast w przypadku jeżyny od kwietnia 
do sierpnia 2014 r. Materiał w formie świeżej poddano eks-
trakcji w aparacie Soxhleta, ponadto zastosowano metodę 
ekstrakcji wspomaganej ultradźwiękami w łaźni ultradźwię-
kowej przez 30 minut. Tymi samymi metodami pozyskano rów-
nież ekstrakty z suszonych owoców i liści. Do analiz użyto 5% 
ekstraktów w 70% (v/v) etanolu. Do czasu badania ekstrakty 
przechowywano szczelnie zamknięte w zaciemnionym miejscu. 

Analizy właściwości antyoksydacyjnych dokonano przy 
użyciu trzech metod. Na początku 2015 r. badano aktywność 
przeciwrodnikową przy użyciu rodnika DPPH oraz zdolność 
redukcji jonów żelaza Fe3+ metodą FRAP. Pierwsze oznacze-
nia dokonano nieznacznie zmodyfikowaną metodą DPPH [18, 
19, 20, 21]. W tym przypadku jako materiał odniesienia został 
użyty etanolowy roztwór troloksu. Na podstawie zawartości 
niezredukowanego DPPH w badanej próbie, która jest odwrot-
nie proporcjonalna do stężenia antyoksydantu, wykreślono 
krzywą wzorcową. Dla poszczególnych prób obliczono równo-
ważniki stężeń troloksu, jakim odpowiadają badane ekstrakty. 
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Oznaczono również zdolność do eliminacji wolnych rodników – 
RSA (radical scavenging activity – %), korzystając ze wzoru: 

gdzie Ap oznacza absorbancję próbki badanej, natomiast A0 
oznacza absorbancję próbki kontrolnej. 

W przypadku metody FRAP analizowano zdolność bada-
nych próbek do redukcji jonów żelaza Fe3+ z kompleksu żela-
zowo-2,4,6-tri(2‑pirydylo)-s-triazyny. Jako materiał odniesie-
nia został użyty roztwór siarczanu(VI) żelaza(II). Oznaczeń 
dokonano nieznacznie zmodyfikowaną metodą FRAP [21, 22]. 

Na początku 2016 r. próby przebadano ponownie metodą 
z użyciem rodnika DPPH w celu sprawdzenia trwałości eks-
traktów, a ponadto wyciągi zbadano przy użyciu metody ABTS 
określającej zdolność neutralizacji wolnego rodnika kwasu 
2,2-azyno-bis(etylobenzotiazolino-6-sulfonowego). Analogicz-
nie, jak w przypadku pierwszych oznaczeń, jako materiał odnie-
sienia został użyty etanolowy roztwór troloksu. Obliczono 
równoważniki stężeń troloksu, jakim odpowiadają badane 
ekstrakty oraz RSA, wykorzystując podany uprzednio wzór. 
Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtórzeniach, wyko-
rzystując zmodyfikowaną metodę ABTS [22, 23], z których wyli-
czono średnią arytmetyczną i odchylenie standardowe (SD). 

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono w pro-
gramie Statistica 12, wykorzystując jedno- i dwuczynnikową 
analizę wariancji przy poziomie istotności α = 0,05. Różnice 
międzygrupowe oceniano testem Tuckeya, n = 3. 

WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badań z 2015 r. przeprowadzo-
nych z wykorzystaniem dwóch metod stosowanych do pomiaru 
właściwości antyoksydacyjnej. W przypadku metody DPPH 
zamieszczono średnie wartości (±SD) aktywności antyoksy-
dacyjnej wyrażone jako procent RSA oraz odpowiadające im 
stężenia troloksu w mmol/dm3. W przypadku metody FRAP 
w tabeli 1 przedstawiono wyniki pomiaru aktywności anty-
oksydacyjnej jako zdolność redukcji jonów Fe3+ wyrażonej 
w postaci stężenie FeSO4. 

Aktywność antyoksydacyjna liści i owoców maliny oraz 
jeżyny, oznaczona metodą DPPH, wyrażona jako procent RSA, 
mieściła się w granicach od 33,16 ±1,27% do 99,32 ±1,79% dla 
ekstraktów etanolowych uzyskanych przy użyciu aparatu 
Soxhleta oraz od 32,39 ±0,69% do 97,60 ±1,09% dla ekstraktów 
uzyskanych przy pomocy łaźni ultradźwiękowej. W przypadku 
surowców ekstrahowanych w aparacie Soxhleta najwyższymi 
właściwościami przeciwutleniającymi charakteryzowały się 
świeże liście maliny, gdzie aktywność antyoksydacyjna, wyra-
żona współczynnikiem RSA, wynosiła aż 99,32 ±1,79%. Rów-
nież wysoką aktywnością antyoksydacyjną charakteryzowały 
się świeże liście i owoce jeżyny, w przypadku których RSA 
wynosił odpowiednio 83,09 ±0,29% i 85,15 ±1,08%, co różniło 
się istotnie od pozostałych wariantów. Istotnie najmniejszą 
aktywnością antyoksydacyjną w przypadku zastosowania 

aparatu Soxhleta charakteryzowały się świeże i suszone owoce 
maliny, osiągając współczynnik RSA na poziomie odpowied-
nio 29,98 ±2,31% oraz 33,16 ±1,27%. W przypadku ekstraktów 
uzyskanych z wykorzystaniem ultradźwięków w metodzie 
DPPH zaobserwowano podobną tendencję, przy czym naj-
wyższe właściwości przeciwrodnikowe wykazywały świeże 
liście maliny (97,60 ±1,09%), następnie świeże i suszone liście 
jeżyny (odpowiednio 89,47 ±0,41% i 87,28 ±0,48%), zaś najniż-
sze suszone owoce maliny, w przypadku których RSA wyno-
sił 32,39 ±0,69%, oraz suszone owoce jeżyny – 38,22 ±0,92%. 
Aktywność antyoksydacyjna badana metodą FRAP, wyrażona 
jako zdolność redukcji jonów żelaza, dla badanych surowców 
uzyskanych przy użyciu aparatu Soxhleta mieściła się w prze-
dziale od 10,28 ±0,10 mmol Fe2+/L w suszonych liściach jeżyny, 
które charakteryzowały się istotnie najwyższą aktywno-
ścią, do 1,00 ±0,05 mmol Fe2+/L w suszonych owocach maliny. 
W przypadku ultradźwięków wystąpiła podobna tendencja, 
gdyż suszone liście jeżyny cechowały się właściwościami prze-
ciwrodnikowymi na wysokim poziomie 7,16 ±0,02 mmol Fe2+/L, 
zaś suszone owoce maliny – 0,63 ±0,02 mmol Fe2+/L (tab. 1). 

W tabeli 2 przedstawiono wyniki pomiaru właściwości anty-
oksydacyjnej w drugim roku badań (2016), w którym powtó-
rzono, w celu sprawdzenia trwałości wyciągów, oznaczenie 
metodą DPPH. Po roku przechowywania ekstraktów etano-
lowych w zaciemnionym miejscu i w temperaturze pokojowej 
w większości analizowanych prób właściwości przeciwutle-
niające mierzone metodą DPPH zmniejszyły się nieznacznie 
(wyjątek stanowiły świeże liście maliny) – rycina 1, dlatego 
też dodatkowo podjęto próbę oznaczenia aktywności sporzą-
dzonych wyciągów metodą ABTS. W przypadku tej metody 
istotnie najwyższą aktywnością antyoksydacyjną wyrażoną 
współczynnikiem RSA charakteryzowały się świeże i suszone 
liście jeżyny (odpowiednio 93,89 ±2,75% i 93,51 ±0,71%) oraz 
świeże owoce jeżyny (84,91 ±5,65%) dla prób uzyskanych przy 
użyciu aparatu Soxhleta. Podobna sytuacja wystąpiła dla eks-
traktów uzyskanych z użyciem ultradźwięków. Suszony liść 
jeżyny charakteryzował się najwyższym współczynnikiem 
RSA na poziomie 94,36 ±1,36%, następnie kolejno świeży liść 
jeżyny – 82,66 ±2,49%, świeży owoc jeżyny – 46,23 ±4,80% 
oraz świeży liść maliny – 35,51 ±3,55%. W metodzie tej istotnie 
najniższe właściwości przeciwutleniające wykazywały świeże 
i suszone owoce maliny, zarówno dla prób ekstrahowanych 
przy wykorzystaniu aparatu Soxhleta, jak i ultradźwięków, 
gdzie ich aktywność antyoksydacyjna mieściła się w grani-
cach od 3,21 ±0,74% do 5,72 ±2,52%. 

Na rycinie 2 przedstawiono korelacje pomiędzy warto-
ściami aktywności przeciwutleniającej uzyskanych opisanymi 
metodami w kolejnych latach badań. Wyniki dotyczą ekstrak-
tów otrzymanych z wykorzystaniem aparatu Soxhleta oraz 
ultradźwięków. Wykazano wysoce istotną zależność pomię-
dzy wynikami uzyskanymi w latach 2015 i 2016 w metodzie 
DPPH; współczynnik korelacji Spearmana wynosił r = 0,982 
(p < 0,001) dla ekstraktów uzyskiwanych z użyciem aparatu 
Soxhleta oraz r = 0,984 (p < 0,001) dla ekstraktów uzyskiwanych 
za pomocą łaźni ultradźwiękowej. Wysoką korelacją charak-
teryzowały się również wyniki otrzymane metodami DPPH 
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TABELA   1. Właściwości przeciwutleniające ekstraktów etanolowych otrzymanych z liści i owoców maliny właściwej oraz jeżyny europejskiej oceniane 
metodami DPPH i FRAP w 2015 r., średnia ± odchylenie standardowe

Badany surowiec

Metoda DPPH
ekstrakcja za pomocą aparatu Soxhleta ekstrakcja wspomagana ultradźwiękami
aktywność 

antyoksydacyjna (% RSA)
równoważnik troloksu 

(mmol/L)
aktywność 

antyoksydacyjna (% RSA)
równoważnik troloksu 

(mmol/L)
Świeże liście maliny 99,32 ±1,79 a 0,89 ±0,02 a 97,60 ±1,09 a 0,87 ±0,01 a
Świeże liście jeżyny 83,09 ±0,29 b 0,74 ±0,01 b 89,47 ±0,41 b 0,80 ±0,01 b
Świeże owoce maliny 29,98 ±2,31 f 0,27 ±0,02 e 41,20 ±1,55 e 0,38 ±0,01 e
Świeże owoce jeżyny 85,15 ±1,08 b 0,76 ±0,01 b 61,57 ±0,70 d 0,55 ±0,01 d
Suszone liście maliny 73,37 ±0,65 d 0,68 ±0,01 c 76,73 ±0,45 c 0,71 ±0,01 c
Suszone liście jeżyny 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 jeżyny 52,24 ±0,39 e 0,46 ±0,01 d 38,22 ±0,92 f 0,33 ±0,01 f

Badany surowiec

Metoda FRAP
ekstrakcja za pomocą aparatu Soxhleta ekstrakcja wspomagana ultradźwiękami

aktywność antyoksydacyjna 
(mmol Fe3+/L)

aktywność antyoksydacyjna 
(mmol Fe3+/L)

Świeże liście maliny 3,52 ±0,08 d 1,92 ±0,03 c
Świeże liście jeżyny 8,00 ±0,03 b 3,56 ±0,06 b
Świeże owoce maliny 1,22 ±0,04 fg 0,85 ±0,04 e
Świeże owoce jeżyny 4,24 ±0,05 c 1,81 ±0,02 c
Suszone liście maliny 1,98 ±0,14 e 1,52 ±0,08 d
Suszone liście jeżyny 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 jeżyny 1,67 ±0,06 ef 0,84 ±0,03 e

Wartości średnie oznaczone różnymi literami w kolumnach różnią się istotnie statystycznie (α = 0,05), n = 3.

TABELA   2. Właściwości przeciwutleniające ekstraktów etanolowych otrzymanych z liści i owoców maliny właściwej oraz jeżyny europejskiej oceniane 
metodami DPPH i ABTS w 2016 r., średnia ±odchylenie standardowe 

Badany surowiec

Metoda DPPH
ekstrakcja za pomocą aparatu Soxhleta ekstrakcja wspomagana ultradźwiękami
aktywność 

antyoksydacyjna (% RSA)
równoważnik troloksu 

(mmol/L)
aktywność 

antyoksydacyjna (% RSA)
równoważnik troloksu 

(mmol/L)
Świeże liście maliny 85,71 ±0,85 a 0,73 ±0,01 a 86,20 ±0,49 a 0,74 ±0,01 a
Świeże liście jeżyny 82,84 ±0,87 a 0,71 ±0,01 a 88,33 ±0,26 a 0,76 ±0,01 a
Świeże owoce maliny 23,20 ±3,15 f 0,18 ±0,03 f 35,08 ±3,90 c 0,28 ±0,04 c
Świeże owoce jeżyny 84,79 ±0,89 a 0,72 ±0,01 a 60,65 ±2,99 b 0,51 ±0,03 b
Suszone liście maliny 65,52 ±2,77 c 0,55 ±0,03 c 80,50 ±6,33 a 0,69 ±0,06 a
Suszone liście jeżyny 73,31 ±0,71 b 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 c
Suszone owoce jeżyny 51,58 ±2,73 d 0,43 ±0,02 d 38,69 ±1,53 c 0,32 ±0,02 c

Badany surowiec

Metoda ABTS
ekstrakcja za pomocą aparatu Soxhleta ekstrakcja wspomagana ultradźwiękami
aktywność 

antyoksydacyjna (% RSA)
równoważnik troloksu 

(mmol/L)
aktywność 

antyoksydacyjna (% RSA)
równoważnik troloksu 

(mmol/L)
Świeże liście maliny 73,26 ±5,88 b 2,16 ±0,17 a 35,51 ±3,55 b 1,12 ±0,10 b
Świeże liście jeżyny 93,89 ±2,75 a 2,73 ±0,08 a 82,66 ±2,49 a 2,42 ±0,07 a
Świeże owoce maliny 3,21 ±0,74 d 0,23 ±0,02 c 5,72 ±2,52 d 0,30 ±0,07 cd
Świeże owoce jeżyny 84,91 ±5,65 a 2,48 ±0,16 a 46,23 ±4,80 b 1,41 ±0,13 b
Suszone liście maliny 34,59 ±1,57 c 1,09 ±0,04 b 8,71 ±4,60 d 0,38 ±0,13 cd
Suszone liście jeżyny 93,51 ±0,71 a 2,71 ±0,02 a 94,36 ±1,36 a 2,74 ±0,04 a
Suszone owoce maliny 3,27 ±2,14 d 0,23 ±0,06 c 3,76 ±1,28 d 0,24 ±0,04 d
Suszone owoce jeżyny 35,29 ±2,55 c 1,11 ±0,07 b 24,64 ±2,14 c 0,82 ±0,06 c

Wartości średnie oznaczone różnymi literami w kolumnach różnią się istotnie statystycznie (α = 0,05), n = 3.
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	 Aparat Soxhleta	 Ultradźwięki

A – świeże liście maliny; B – świeże liście jeżyny; C – świeże owoce maliny; D – świeże owoce jeżyny; E – suszone liście maliny; F – suszone liście jeżyny; G – suszone 
owoce maliny; H – suszone owoce jeżyny. Poziom istotności α = 0,05, n = 3.

RYCINA   1. Porównanie aktywności antyoksydacyjnej oznaczonej metodą DPPH w latach 2015 i 2016 z wykorzystaniem dwóch metod ekstrakcji surowca 
(aparatu Soxhleta i ultradźwięków) 

2015

2016

RYCINA   2. Korelacja pomiędzy wynikami uzyskanymi metodami DPPH, FRAP oraz ABTS w obydwu latach badań z wykorzystaniem aparatu Soxhleta oraz 
ultradźwięków
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i ABTS w 2016 r., w przypadku których współczynnik korelacji 
wynosił r = 0,924 (p = 0,001). Natomiast słabą zależność odno-
towano, porównując metody FRAP z metodą DPPH w obydwu 
latach badań, co sugeruje współczynnik korelacji na poziomie 
r = 0,602 w 2015 i r = 0,629 w 2016 r. Podobne wnioski można 
wysnuć, porównując oznaczenia metodą ABTS z metodą DPPH 
przeprowadzone w drugim roku badań (r = 0,681). 

DYSKUSJA

W badaniach przeprowadzonych w 2015 i 2016 r. oznaczono 
aktywność antyoksydacyjną świeżych i suszonych liści i owo-
ców maliny i jeżyny z wykorzystaniem trzech metod: DPPH, 
FRAP oraz ABTS, przy czym w pierwszym roku badań oceniano 
wyciągi metodami DPPH oraz FRAP, następnie po roku prze-
chowywania prób – metodami DPPH i ABTS. Wyciągi etano-
lowe wszystkich surowców uzyskano, wykorzystując aparat 
Soxhleta oraz łaźnię ultradźwiękową. Na podstawie przepro-
wadzonych badań można stwierdzić, że wyciągi etanolowe liści 
i owoców jeżyny oraz maliny wykazują zdolności do redukcji 
wolnych rodników, co potwierdzono wszystkimi trzema meto-
dami oznaczenia (tab. 1 i 2). Aktywność ta była różna w zależno-
ści od rodzaju badanego surowca oraz metody oznaczania wła-
ściwości antyoksydacyjnych, przy czym najwyższe zdolności 
przeciwutleniające wyrażone współczynnikiem RSA (%) przy 
zastosowaniu metody DPPH w 2015 r. wykazały świeże liście 
zarówno maliny, jak i jeżyny, a także świeże owoce jeżyny, gdzie 
uzyskano wynik wskazujący na bardzo wysokie właściwości 
przeciwrodnikowe – ponad 87%, zaś w przypadku świeżych 
liści malin nawet ponad 99% (tab. 1). W następnym roku badań 
(2016) próby oznaczone metodą DPPH nie różniły się istotnie, 
z wyjątkiem świeżych liści maliny (ryc. 1, tab. 2). W tym roku 
oceniane przy wykorzystaniu metody ABTS istotnie najwyższe 
wartości RSA miały otrzymane przy użyciu aparatu Soxhleta 
ekstrakty ze świeżych liści (93,89%), owoców jeżyny (84,91%) 
i suszonych liści jeżyny (93,51%) oraz uzyskane z zastosowa-
niem łaźni ultradźwiękowej wyciągi ze świeżych (82,66%) 
i suszonych liści jeżyny (94,36%) – tabela 2. 

Właściwości antyoksydacyjne surowców roślinnych zwią-
zane są z wysoką zawartością niektórych związków, jak np. 
polifenoli z obszerną podgrupą flawonoidów (w tym kate-
chiny, flawony, izoflawony, antocyjany, flawanony, flawanole), 
a także kwasów fenolowych, lignanów i stilbenów. Kolejne 
grupy to karotenoidy (likopen, luteina, karoteny), betalainy, 
witaminy. Dodatkowo wspomnianymi własnościami wykazują 
się związki takie jak koenzym Q10, kwas ferulowy czy melato-
nina [7, 8]. Emmons i wsp. oraz Kołodziej i Drożdżal zaobser-
wowali w swoich badaniach dotyczących ekstraktów z owsa 
zwyczajnego oraz kwiatów i owoców bzu czarnego dodatnią 
korelację pomiędzy zawartością polifenoli, związków fenolo-
wych w roślinach i ich aktywnością antyoksydacyjną [24, 25]. 
Oancea i wsp. w badaniach wykazali znaczną ilość antocyjanin 
w etanolowych wyciągach z jeżyny, natomiast Tsanova-Savova 
i wsp. oraz Lim podają iż owoc jeżyny jest bogatym źródłem 
związków fenolowych w porównaniu z innymi produktami 

spożywczymi [14, 26, 27]. Natomiast Niculescu i wsp. stwierdzili 
w owocu jeżyny bardzo dużą zawartość takich antocyjanin, 
jak cyjanidyna i malwidyna, które mogą decydować o silnych 
właściwościach antyoksydacyjnych surowca [28]. 

Na właściwości przeciwutleniające może też mieć wpływ 
świeżość badanego surowca roślinnego. Po wysuszeniu surow-
ców w badaniach własnych uzyskano wyniki niejednorodne, 
w zależności od zastosowanej metody oznaczania aktywności 
antyoksydacyjnej (tab. 1). Beyhan i wsp. badali metanolowe 
ekstrakty ze świeżych oraz suszonych owoców i liści akki sel-
lowej [29]. Największą zdolnością przeciwutleniającą charak-
teryzowały się liście, natomiast 2-krotnie wyższą zawartość 
przeciwutleniaczy w grupie owoców wykazano w ekstrak-
tach ze świeżego surowca. Odmienne wyniki podają Alabri 
i wsp., którzy uzyskali największą aktywność antyoksyda-
cyjną w świeżych liściach surmikwiatu. Autorzy ci sugerują, 
że podczas przechowywania surowców roślinnych niektóre 
lotne związki mogą odparować i ulegać rozkładowi, natomiast 
uzyskany efekt jest uzależniony od wielu czynników, tj. rodzaju 
surowca czy metody przetwarzania próbek [30]. 

Wielu autorów zwraca uwagę na fakt, że właściwości utle-
niające surowców mogą ulec zmianie zależnie od sposobu 
i czasu ich przechowywania [31, 32, 33]. Odmienne wyniki 
uzyskano w badaniach własnych, gdyż różnice aktywno-
ści antyoksydacyjnej tych samych ekstraktów oznaczonych 
po upływie roku nie różniły się istotnie (ryc. 1, tab. 1 i 2). 

Ważne znaczenie ma również wybór metody do oznacza-
nia właściwości antyoksydacyjnej. Ruiz-Rodriguez i wsp. 
badali owoc tarniny i głogu jednoszyjkowego z wykorzysta-
niem metod DPPH i FRAP. Autorzy nie wskazali jednoznacz-
nie, która z metod byłaby najlepsza, gdyż uzyskane przez nich 
wyniki różniły się istotnie. Sugerują oni jednak, że metoda 
DPPH może mieć większe znaczenie w oznaczaniu aktywności 
witaminy C, istotnego antyoksydantu, natomiast FRAP do ozna-
czania ogólnej zawartości polifenoli [34]. Z kolei Boeing i wsp. 
uzyskali największą zdolność przeciwutleniającą surowców 
(truskawek, morwy czarnej i jagód) ocenioną metodą redukcji 
jonów żelaza w porównaniu z analizą wykorzystującą rodnik 
DPPH i analizą zdolności absorbancji rodników tlenowych [35]. 
Potwierdzają to także przeprowadzone oznaczenia własne. 
Metoda FRAP, której zastosowanie ma na celu ocenę zdolno-
ści redukcji jonów Fe3+ przez badane ekstrakty, prowadziła 
do otrzymania nieco odmiennych wyników. W tym przypadku, 
jak i przy oznaczeniach z wykorzystaniem rodnika ABTS, naj-
wyższą aktywność antyoksydacyjną wykazywały suszone 
liście jeżyny, natomiast w analizie z wykorzystaniem DPPH – 
świeże liście jeżyny (tab. 1 i 2). 

W przeprowadzonych badaniach aktywność antyoksyda-
cyjna surowców była różna w zależności od zastosowanej 
metody ekstrakcji i nie można wskazać, który ze sposobów 
jest najkorzystniejszy. Do podobnych wniosków doszli Péres 
i wsp., którzy wskazali na rozbieżność w poziomie wyekstra-
howanych substancji przeciwutleniających. Porównywali oni 
zawartość wybranych składowych w etanolowych ekstrak-
tach z roślin z rodziny pieprzowatych, uzyskanych różnymi 
metodami. Zawartość witaminy E, będącej przeciwutleniaczem, 
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była wyższa w wyciągach otrzymanych za pomocą aparatu 
Soxhleta niż w otrzymanych przy użyciu ultradźwięków [36]. 
Odmienne wyniki uzyskali Bimakr i wsp., badający beninkazę 
szorstką, bowiem stwierdzili znacznie wyższą aktywność 
antyoksydacyjną surowców uzyskanych za pomocą ekstrakcji 
wspomaganej ultradźwiękami [37]. 

Antyoksydanty działają w określony sposób: stabilizując 
i delokalizując niesparowane elektrony, poprzez chelatowanie 
jonów metali, jednocześnie unieczynniając enzymy utlenia-
jące, poprzez przerywanie reakcji rodnikowych, oddawanie 
elektronów w reakcjach redoks. Prowadzi to do neutralizacji 
i wychwytywania wolnych rodników przez przeciwutleniacze, 
które w ten sposób chronią struktury komórkowe przed utle-
nieniem, a co za tym idzie działają uszczelniająco na naczynia 
krwionośne, przeciwmutagennie i przeciwzapalnie. Można 
zatem oczekiwać ich przydatności w profilaktyce chorób 
układu krwionośnego, nerwowego, procesu fotostarzenia 
się skóry i uszkodzeń spowodowanych promieniowaniem UV, 
a także w łagodzeniu objawów alergii oraz klimakterium [3, 9, 
38]. Aktywność antyoksydacyjna większości badanych eks-
traktów utrzymywała się na wysokim poziomie, co może mieć 
przełożenie na wykorzystanie tych surowców jako źródeł 
przeciwutleniaczy w kosmetykach do skóry dojrzałej. Ponadto 
ze względu na zdolność do neutralizowania wolnych rodni-
ków jeżyna i malina mogą wspomagać naturalne mechani-
zmy obronne organizmu, chronić komórki przed utlenieniem 
i destrukcyjnym działaniem reakcji wolnorodnikowych, przy-
czyniających się do przedwczesnego starzenia się. Obecnie 
obserwuje się tendencję do stosowania naturalnych surow-
ców, które wykazują wielokierunkowe działanie. Antyoksy-
danty znajdują zastosowanie w pielęgnacji skóry dojrzałej, 
zmęczonej, ziemistej, dotkniętej objawami starzenia, ale rów-
nież w odbudowywaniu bariery skórnej, zapobieganiu stre-
sowi oksydacyjnemu, redukowaniu degeneracyjnych skutków 
procesów rodnikowych czy uszkodzeń wywołanych promie-
niowaniem UV. Ze względu na powyższe właściwości wciąż 
prowadzone są badania w kierunku wykorzystania przeciw-
utleniaczy pochodzenia roślinnego w kosmetologii [16, 17], zaś 
uzyskane wyniki badań własnych mogą być przyczynkiem 
do zastosowania ekstraktów z badanych roślin jako potencjal-
nych składników preparatów przeciwstarzeniowych. 

WNIOSKI

1.	 Wszystkie badane ekstrakty roślinne uzyskane ze świe-
żych i suszonych liści oraz owoców maliny właściwej (Rubus 
idaeus) i jeżyny europejskiej (Rubus fruticosus) charakteryzo-
wały się zdolnością do redukcji wolnych rodników. 

2.	 Przechowywanie wyciągów etanolowych nie miało więk-
szego wpływu na obniżenie badanych właściwości surowca 
roślinnego. 

3.	 Aktywność przeciwutleniająca większości badanych 
ekstraktów utrzymywała się na wysokim poziomie, co może 
sugerować wykorzystanie tych surowców jako źródeł przeciw-
utleniaczy w przemyśle kosmetycznym czy farmaceutycznym. 
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