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ABSTRACT

Introduction: Ginkgo biloba L. is considered to be a valuable plant
which exhibits antiradical activity, attributed to the content of
polyphenols, terpenoids, vitamins, and other active substances.
The leaf extracts are used for therapeutic purposes, commonly
in the prevention of lifestyle diseases.

The aim of the study was to evaluate the antioxidant activity of
the alcohol extracts of ginkgo biloba dried leaves, fallen from
trees, after the end of the growing season, which usually con-
stitute waste material.

Materials and methods: Raw plant material consisted of freshly
harvested and dried leaves of ginkgo biloba. The extracts for
analysis were prepared using a Soxhlet apparatus, a rotary shaker,
as well as an ultrasonic bath. Methanol and ethanol were used as
extraction solvents. Antioxidant activity (radical scavenging acti-
vity - RSA%) was determined by the DPPH method, while the total
polyphenol content was measured by the Folin-Ciocalteu method.
Results: The antioxidant activity of dried ginkgo leaf extracts
ranged from 37.69 +1.97 to 92.85 +0.28%. The highest values

ABSTRAKT

Wstep: Mitorzab japonski (Ginkgo biloba L.) jest uwazany
za cennag rosline wykazujaca dziatanie przeciwrodnikowe. Zwia-
zane jest to m.in. z zawarto$cia takich substancji aktywnych, jak
polifenole, terpenoidy i witaminy. W celach leczniczych wyko-
rzystuje sie ekstrakty z lisci, ktore stosowane sa m.in. w profi-
laktyce chordb cywilizacyjnych.

Celem badan byto okreslenie aktywno$ci antyoksydacyjnej
wyciggéw alkoholowych z suszonych lisci mitorzebu japonskiego,
opadtych z drzew po zakonczonej wegetacji, ktére najczesciej
sg materiatem odpadowym.

Materialy i metody: Surowiec roslinny stanowity swiezo
zebrane oraz suszone liScie mitorzebu japonskiego. Ekstrakty
do analiz przygotowano z wykorzystaniem aparatu Soxhleta,
wytrzgsarki rotacyjnej oraz tazni ultradzwiekowej. Jako roz-
puszczalnik zastosowano etanol oraz metanol. Zdolno$¢ do eli-
minowania wolnych rodnikéw (radical scavenging activity - RSA)
oznaczono metoda z uzyciem odczynnika DPPH (2,2-difenylo-
-1-pikrylohydrazyl), natomiast catkowita zawartos¢ polifenoli
metoda Folina-Ciocalteu’a.

Wyniki: Aktywno$¢ antyoksydacyjna wyciggéw z suchych
lisci mitorzebu mie$cita sie w granicach od 37,69 1,97 do 92,85
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were found in 40% (v/v) ethanol extracts. Among the 70% (v/v)
ethanolic extracts, the highest values of RSA were observed
in the leaves extracted with a shaker (92.37 £0.84%), whereas
using 96% (v/v) ethanol as the solvent - extracts were received
in the Soxhlet apparatus (81.71 £2.10%). The antioxidant poten-
tial of methanol extracts was also high, reaching the value of
89.25 +0.54% for those obtained by using the shaker. The high-
est total phenolic content, of about 9.15 mg/g of material, was
observed in samples extracted with 40% (v/v) ethanol in the
Soxhlet apparatus. A positive correlation between the total poly-
phenol content and antioxidant activity of the analyzed samples
was also demonstrated.

Conclusions: Extracts of ginkgo biloba yellow leaves, collected
after the end of the growing season, showed a high capability
to scavenge free radicals, which suggests the possibility of using
this waste material as a valuable source of antioxidants.
Keywords: ginkgo biloba; antioxidants; DPPH method;
Folin-Ciocalteu method; polyphenols.

+0,28% RSA, przy czym najwyzszy wynik uzyskano w grupie

ekstraktow w 40% (v/v) etanolu. Sposrod wyciagdw w 70% (v/v)

etanolu najwyzszymi warto$ciami RSA% charakteryzowaty
sie liscie ekstrahowane za pomoca wytrzasarki (92,37 £0,84%

RSA), natomiast w przypadku zastosowania 96% (v/v) etanolu -
ekstrakty pochodzace z aparatu Soxhleta (81,71 £2,10%). Duze

zdolno$ci przeciwutleniajagce wykazywaty réwniez wyciagi

metanolowe. Do ich otrzymania wykorzystano wytrzasarke

i uzyskano wynik wynoszacy 89,25 +0,54% RSA. Najwyzsza

og6lng zawartos¢ polifenoli odnotowano w prébach ekstraho-
wanych w aparacie Soxhleta (etanol 40%), w ktérych zawar-
to$¢ wynosita 9,15 mg/g surowca. Wykazano réwniez dodatnia

korelacje pomiedzy og6lng zawartoscia polifenoli a aktywno-
$cig antyoksydacyjng wyrazona w % RSA analizowanych praéb.
Whioski: Wyciagi z z6ttych lisci mitorzebu japonskiego zebra-
nych po zakonczonej wegetacji charakteryzuja sie duza zdol-
noscia zmiatania wolnych rodnikéw, co sugeruje mozliwo$¢

wykorzystania tego materiatu odpadowego jako cennego zré-
dta antyoksydantow.

Stowa kluczowe: mitorzab japonski; antyoksydanty; metoda

DPPH; metoda Folina-Ciocalteu’a; polifenole.
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Ocena wtasciwosci antyoksydacyjnych lisci Ginkgo biloba L. po zakoniczeniu wegetacji

WSTEP

W organizmie ludzkim stale zachodzg procesy metaboliczne,
podczas ktorych powstaja rézne produkty uboczne, w tym
zaliczane do reaktywnych form tlenu rodniki. Sg to czgsteczki
zawierajgce minimum jeden niesparowany elektron, a co za tym
idzie - wykazujace wieksza reaktywnos¢ [1, 2]. Tworza sie
one zaréwno w wyniku proceséw fizjologicznych, np. wzro-
stu i r6znicowania komorek, jak i patologicznych, takich jak
infekcje i reakcje immunologiczne [3, 4]. Organizm cztowieka
w pewnym stopniu przystosowany jest do ochrony przeciwrod-
nikowej i utrzymania réwnowagi tlenowej komérek poprzez
réznego rodzaju mechanizmy enzymatyczne i nieenzyma-
tyczne. W niektérych przypadkach moga sie one okazac jed-
nak niewystarczajace, wowczas ilo$¢ reaktywnych form tlenu
przewyzsza naturalng zdolnos$¢ do ich eliminacji. Méwi sie
wtedy o zjawisku stresu oksydacyjnego, ktéry moze prowa-
dzi¢ do uszkodzen struktur komérkowych, a w konsekwencji
do réznych schorzen. Nadmiar utleniaczy moze przyczyniac¢
sie do rozwoju m.in.: cukrzycy, miazdzycy tetnic, nowotwordw,
przedwczesnego starzenia sie organizmu [2, 4, 5].

Linig obrony przed destrukcyjnym dziataniem nad-
miaru rodnikéw s3 przeciwutleniacze, bedace czastecz-
kami o zdolno$ciach hamujacych utlenianie, jednocze$nie
chronigcymi organizm przed stresem oksydacyjnym [6].
Antyoksydanty dziatajg poprzez r6zne mechanizmy neu-
tralizacji i wychwytywania wolnych rodnikéw, czego efek-
tem moze by¢ ochrona struktur komérkowych. Ze wzgledu
na te wiasciwosci przypisuje sie im dziatanie przeciwzapalne,
uszczelniajgce naczynia krwiono$ne, przeciwnowotworowe
i przeciwmutagenne. Moze mie( to istotne znaczenie w pro-
filaktyce choréb cywilizacyjnych, a takze przedwczesnego
starzenia sie skory [1, 7, 8]. W celu zwiekszenia skutecznosci
wykorzystywane jest wspétdziatanie antyoksydantow o roz-
nych mechanizmach dziatania oraz o réznym pochodzeniu.
Cennym naturalnym Zrédtem antyoksydantoéw sg rosliny,
w tym niektoére krzewy i drzewa, a takze znane warzywa,
owoce, przyprawy i ziota [7, 8, 9, 10].

Ginkgo biloba L. (mitorzab japonski, chinski, dwudzielny,
dwuklapowy) jest drzewem nalezacym do rodziny mitorzabo-
watych (Ginkgoaceae). Jest to roslina stosowana w tradycyjnej
medycynie chinskiej od tysiecy lat. Mitorzab jest gatunkiem
endemicznym i reliktowym, ktéry wystepuje naturalnie tylko
na terenie Chin, ale obecnie mozna go spotka¢ w innych regio-
nach $§wiata, gdzie sprowadza sie go do celéw ozdobnych.

Ze wzgledu na wtasciwosci prozdrowotne jest jedna z cze-
Sciej wykorzystywanych roslin w profilaktyce choréb neuro-
logicznych, uktadu krazenia czy hiperglikemii [11, 12].

Mitorzab japonski moze mie¢ wptyw na redukowanie skut-
kéw stresu oksydacyjnego [13, 14], co zwigzane jest z duzg
zawartoscig cennych naturalnych antyoksydantéw, tj. poli-
fenoli, terpenoidéw i witamin. W celach farmakologicznych
wykorzystuje sie zwyKkle zielone licie mitorzebu, natomiast
coraz czesciej autorzy sugerujg mozliwo$¢ wykorzystania
lici z6ttych, o odmiennej zawarto$ci substancji czynnych.
W pi$miennictwie mozna znalezZ¢ doniesienia o wiekszej
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zawarto$ci cennych polifenoli w liSciach z6ttych mitorzebu
japonskiego w poréwnaniu z li$¢mi zielonymi [15, 16].

Celem badan byto okreslenie aktywnosci antyoksydacyjnej
ekstraktéw otrzymanych z suszonych li$ci mitorzebu japon-
skiego opadtych z drzew po zakonczeniu procesu wegetacji,
ktore najczesciej s materiatem odpadowym.

MATERIALY | METODY

Kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchromano-2-karboksy-
lowy (troloks), 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH) pocho-
dzity z firmy Sigma Aldrich (Saint Louis, USA); kwas galusowy
i odczynnik Folina-Ciocalteu’a z firmy Merck (Darmstadt,
Niemcy); weglan sodu z Chempur (Piekary Slaskie, Polska).

Surowiec roslinny, pochodzacy z zasobéw wtasnych, sta-
nowity §wieze i suszone li$cie mitorzebu japonskiego (Ginkgo
biloba L.). Liscie §wieze postuzyty do wyznaczenia przebiegu
kinetyki procesu wygaszania rodnika DPPH, natomiast liscie
suche do dalszych analiz dotyczacych oznaczenia wtasciwosci
antyoksydacyjnych oraz zawartosci polifenoli. LiScie suszono
w temperaturze pokojowej przez okres 2 tyg. Ekstrakty sporza-
dzano w proporcji 1 g surowca roélinnego na 20 cm? rozpusz-
czalnika. Prébki przygotowano przy uzyciu aparatu Soxhleta,
wytrzasarki rotacyjnej (czas ekstrakcji - 180 min, czestotliwos¢
rotacji - 400 obr./min) oraz tazni ultradzwiekowej, w przy-
padku ktorej probki poddawano dziataniu ultradzwiekéw
przez 15,30 i 60 min. Jako rozpuszczalnik wykorzystano etanol
w trzech stezeniach (40%, 70% i 96% v/v) oraz stezony metanol.

Analize wtasciwos$ci antyoksydacyjnych przeprowadzono
za pomoca nieznacznie zmodyfikowanej metody z uzyciem
odczynnika DPPH opisanej przez Molyneuxa, Abderrahima
i wsp., Ma i wsp., Regulskga i Samsonowicza [17, 18, 19, 20].
W przypadku oznaczen dotyczacych DPPH materiatem odnie-
sienia byt etanolowy roztwor troloksu. Pomiar absorbancji
wykonano przy dtugosci fali réwnej 517 nm. Krzywa wzor-
cowa wykreslono na podstawie zawartosci niezredukowa-
nego DPPH w badanej prébie, ktéra jest odwrotnie proporcjo-
nalna do stezenia antyoksydantu. Dla badanych proéb obliczono
réwnowazniki stezen wzorcowego antyoksydantu - troloksu,
jakim odpowiadajg badane ekstrakty. Okreslono réwniez zdol-
nos¢ do eliminacji wolnych rodnikéw (radical scavenging acti-
vity - RSA), korzystajac ze wzoru:

Ap
RSA [%)] = (1 - —) -100%
Ay
gdzie A, oznacza $rednig absorbancje probki badanej, nato-
miast A - Srednig absorbancje probki kontrolnej.

Catkowita zawarto$¢ polifenoli zostata oznaczona przy
uzyciu nieznacznie zmodyfikowanej metody Folina-Ciocal-
teu’a opisanej przez Tana i wsp. [21]. Wykorzystano tu odwra-
calna reakcje redukcji molibdenu(VI) do molibdenu(V). Pier-
wiastek ten wchodzi w sktad odczynnika Folina-Ciocalteu’a,
ktdéry w srodowisku zasadowym w obecnosci polifenoli zmienia
barwe na niebieska. Jako odczynnik wzorcowy do oznacze-
nia stezenia polifenoli w badanych préobkach wykorzystano

25



Anna Nowak, Joanna Zielonka-Brzezicka, Danuta Pechaiko, Magdalena Tkacz, Adam Klimowicz

kwas galusowy, ktérego odpowiednie stezenia daty podstawe
do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej przy dtugosci fali 750 nm.

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono z zasto-
sowaniem programu Statistica 12, wykorzystujac jednoczyn-
nikowg analize wariancji ANOVA przy poziomie istotnosci
o =0,05. R6znice miedzygrupowe oceniano testem Tukeya
(n =3). Obliczono réwniez wspoéiczynnik korelacji liniowej Pear-
sona pomiedzy catkowitg zawartoscig polifenoli a aktywnoscia
antyoksydacyjng lici mitorzebu oznaczong metodg DPPH.

WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono wyniki pomiaréw aktywnosci prze-
ciwutleniajgcej wyciggow z z6ttych lisci mitorzebu ekstraho-
wanych etanolem o stezeniu 40%, 70% i 96% (v/v) oraz meta-
nolem, z uwzglednieniem zastosowanego sposobu ekstrakcji.
Wyciagi roslinne pozyskano przy uzyciu aparatu Soxhleta,
wytrzasarki (czas ekstrakcji 180 min) oraz tazni ultradzwie-
kowej (15, 30 i 60 min). Wyniki przedstawiono jako $rednie
arytmetyczne +odchylenie standardowe. Aktywnos$¢ anty-
oksydacyjna wyrazono jako % RSA oraz odpowiadajgce bada-
nym prébom stezenia troloksu (mg troloksu/g surowca). Zdol-
nosci przeciwutleniajace wyciagéw z suchych lisci mitorzebu
mieScity sie w granicach od 37,69 £1,97% do 92,85 +0,28%.
Wi3réd wyciagdw sporzadzonych poszczegdélnymi metodami
ekstrakcji w 40% etanolu aktywno$¢ antyoksydacyjna RSA
ksztattowata sie na podobnym poziomie i nie odnotowano
w tej grupie istotnych réznic. W tym przypadku najwyzsze
wyniki, nie réznigce sie znamiennie od innych préb, uzyskano
w przypadku ekstraktéw otrzymanych z wykorzystaniem
aparatu Soxhleta oraz ekstrakcji wspomaganej ultradZwie-
kami przez 30 min, odpowiednio 92,66 +0,07% i 92,85 +0,28%.
Najmniejsza aktywno$cig antyoksydacyjna charakteryzowaty
sie ekstrakty otrzymane za pomocg ultradzwiekéw w czasie

60 min - 89,64 +1,06%. Wyciagi pochodzace z ekstrakec;ji alko-
holem etylowym o stezeniu 70% réwniez charakteryzowaty sie
duzymi wtasciwo$ciami przeciwrodnikowymi, jednak w tym
przypadku najwyzszy istotnie wynik wykazaty préby uzyskane
przy uzyciu wytrzasarki, gdzie aktywno$¢ antyoksydacyjna
wynosita 92,37 £0,84%), a istotnie najnizszy przy uzyciu aparatu
Soxhleta (69,26 £0,78%). W grupie ekstraktéw otrzymanych
z zastosowaniem etanolu o stezeniu 96% najwiekszg zdolnos¢
wykazaty wyciagi uzyskane przy uzyciu aparatu Soxhleta -
81,71 +2,10%; warto$¢ ta réznita sie istotnie od pozostatych
metod ekstrakcji, zas$ najmniejsza cechowaty sie ekstrakty
otrzymane za pomocg wytrzasania (32,44 *2,90%). Rowniez
duza zdolno$cia zmiatania wolnych rodnikéw charaktery-
zowaty sie wyciaggi metanolowe uzyskane przy uzyciu apa-
ratu Soxhleta (88,06 +1,44%) oraz wytrzasarki (89,25 +0,54%).
W obu przypadkach wyniki réznity sie istotnie od wyciggéw
otrzymanych z zastosowaniem innych metod ekstrakcji, gdzie
najmniejszg aktywno$¢ antyoksydacyjng stwierdzono w przy-
padku préb uzyskanych w tazni ultradzwiekowej w czasie 15
min - tylko 39,85 +1,98% (tab. 1).

W tabeli 2 przedstawiono catkowitg zawarto$¢ polifenoli
w liSciach mitorzebu, ktéra miescita sie w granicach od 9,15
+0,41do 0,62 0,08 mg/g surowca. W przypadku wyciggéw
sporzadzonych w 40% (v/v) etanolu najwiecej polifenoli
zawieraty wyciggi ekstrahowane za pomoca aparatu Soxh-
leta - 9,15 0,41 mg/g surowca oraz za pomoca wytrzasarki -
4,37 0,18 mg/g surowca, co roznito je istotnie od pozostatych
wyciagéw. Podobne wyniki uzyskano podczas badania eks-
traktéw metanolowych - ogélna zawartos$¢ polifenoli w pro-
bach otrzymanych za pomocg aparatu Soxhleta wynosita 7,69
+2,02 mg/g surowca, natomiast wytrzasarki - 5,09 £0,92 mg/g
surowca. Odmienny wynik wykazaty wyciagi uzyskane w 70%
etanolu, gdzie istotnie najwyzszg zawartoscig polifenoli cha-
rakteryzowaty sie pozyskane za pomoca tazni ultradzwieko-
wej (30 min), a w przypadku ekstraktéw w 96% etanolu przy

TABELA 1. Wtasciwosci przeciwutleniajace ekstraktéw uzyskanych z zéttych lisci mitorzebu zebranych po zakornczeniu wegetacji, oznaczone metoda DPPH.

Srednia xodchylenie standardowe

Rozpuszczalnik

Metoda etanol 40% (v/v) etanol 70% (v/v) etanol 96% (v/v) metanol 99,8% (v/v)
ekstrakgji RT RT RT RT
lz;’;\ (mg troloksu/ lz;;\ (mg troloksu/ ?3’; (mg troloksu/ I(!;I)\ (mg troloksu/
° g surowca) ° g surowca) ° g surowca) ° g surowca)
Za pomoca
92,66 +0,07a 2,19 +0,00a 69,26 +0,78d 1,55+0,02d 81,71+2,10a 1,89+0,06a 88,06z+144a 2,07 +0,04a
aparatu Soxhleta
Wspomagana
ultradzwigkami - 90,33 +3,38a 2,13+0,09a 88,86+0,69c 2,09:0,02c 3769+197c 0,68+0,05c 3985+198d 0,74 +0,05d
15 min
Wspomagana
ultradzwigkami - 92,850,282 2,20+0,01a 91,02+0,65ab 2,15+0,02ab 4539 +2,75b 0,89 +0,08b 61,27 +449¢c 1,33 0,12
30 min
Wspomagana
ultradzwigkami - 89,64 +1,06a 2,11+0,03a 90,11 +0,44bc 2,12 +0,01 bc 50,09 +1,89b 1,02+0,05b 68,40+2,83b 1,53 +0,08 b
60 min
‘ivggr;?ja”'e - 9174+092a 2,17+0,03a 92,37:0,84a 2,18:0,02a 32,442,90C 0,54+0,08c 89,25054a 2,10+0,01a

RSA - aktywnos¢ antyoksydacyjna badanych ekstraktéw; RT - réwnowaznik stezenia troloksu, ktéremu odpowiadaja badane proby. Wartosci srednie oznaczone
réznymi literami roznia sie istotnie statystycznie w obrebie metody ekstrakcji. Poziom istotnosci: o = 0,05; n = 3.
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TABELA 2. Ogélna zawarto$¢ polifenoli w mg/g surowca ($rednia arytmetyczna todchylenie standardowe) w zéttych lisciach mitorzebu po zakonczeniu

wegetacji

Rozpuszczalnik

Metoda ekstrakeji etanol etanol etanol metanol
40% (v/v) 70% (v/v) 96% (v/v) 99,8% (v/v)

Za pomoca aparatu Soxhleta 9,15 +0,41 a 2,63 +0,01b 4,66 +0,05 a 7,69 +2,02 a
Wspomagana ultradzwiekami - 15 min 3,92+0,41b 4,20 +0,94 b 0,94 +0,13 ¢ 0,62 +0,08 b
Wspomagana ultradzwiekami - 30 min 4,62 +0,17 b 791 +0,75a 1,68 +0,41 bc 1,83 0,18 b
Wspomagana ultradzwiekami - 60 min 8,70 +0,30 a 5,71 £2,56 ab 2,11+0,39b 2,00 +0,04 b
Wytrzasanie - 180 min 4,37 +0,18 b 3,82 +0,43 b 0,92 +0,48 ¢ 5,09 +0,92 a
Wartosci Srednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie statystycznie w obrebie metody ekstrakcji. Poziom istotnosci: o = 0,05; n = 3.
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Poziom istotnosci: a =0,05;n =3

RYCINA 1. Pordwnanie $redniej aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktéw (RSA)
z wykorzystaniem etanolu 40%, 70% i 96% oraz metanolowego uzyskanych
z suchych lisci mitorzebu japorskiego

Ultradzwieki 60 min

60

20 AW

—~A— 70% etanol

RSA (%)

—@— 96% etanol

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
Czas inkubacji préb (s)

polifenole ogétem (mg/g surowca)

RYCINA 2. Korelacja pomiedzy catkowitg zawartoscia polifenoli a aktywnoscia
antyoksydacyjna ekstraktéw etanolowych (RSA) z mitorzebu japonskiego

Aparat Soxhleta

60

40

RSA (%)

20

—/— 70% etanol —@— 96% etanol

[OAs
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600

Czas inkubacji prob (s)

RYCINA 3. Kinetyka zmiany aktywno$ci oksydacyjnej ekstraktéw etanolowych (RSA) zielonych lisciach mitorzebu japonskiego uzyskanych przy uzyciu
ultradzwiekéw oraz aparatu Soxhleta i oznaczonej metoda DPPH w zaleznosci od czasu inkubacji

uzyciu aparatu Soxhleta - 4,66 +0,05 mg/g surowca. Wycia-
gami o najmniejszej zawartosci polifenoli byty préoby meta-
nolowe, ktére ekstrahowane byty przy uzyciu ultradzwiekéow
(15 min) - 0,62 +0,08 mg/g surowca, a w przypadku zastoso-
wania 96% etanolu - uzyskane za pomoca wytrzasarki (0,92
+0,48 mg/g surowca).

Poréwnanie aktywnosci antyoksydacyjnej badanych eks-
traktow ze wzgledu na rodzaj rozpuszczalnika przedstawiono
narycinie 1. Wyciagi etanolowe o stezeniu rozpuszczalnika 40%
i70% charakteryzowaty sie istotnie wyzsza aktywno$cig anty-
oksydacyjng w poréwnaniu z pozostatymi probami. Najmniejsze
badane wtasciwosci wykazaty préby etanolowe 96% (z wyta-
czeniem wyciggéw uzyskanych za pomoca aparatu Soxhleta).

Pomeranian ) Life Sci 2017;63(1)

Na rycinie 2 przedstawiono korelacje pomiedzy ogélna
zawarto$cig polifenoli a catkowitg aktywnos$cig antyoksy-
dacyjna mierzona w przypadku wyciagéw etanolowych uzy-
skanych wszystkimi przeprowadzonymi metodami ekstrakcji.
Wykazano istotna zalezno$¢ pomiedzy badanymi parametrami;
wspbiczynnik korelacji Spearmana wynosit r = 0,768 (p < 0,001).

Na rycinie 3 przedstawiono przyktadowy przebieg kine-
tyki procesu wygaszania rodnika DPPH w wyciggach ze swie-
zych lisci w czasie inkubacji préb wynoszacym do 10 min, dla
ekstraktéw uzyskanych przy uzyciu aparatu Soxhleta oraz
ultradzwiekow. Stwierdzono, ze czas ustalania réwnowagi
przebiegu reakcji w przypadku wyciagéw w 70% etanolu jest
krétszy niz w 96% etanolu.
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DYSKUSJA

W badaniach wtasnych podjeto prébe oznaczenia wtasciwosci
antyoksydacyjnych suchych lisci mitorzebu japonskiego opa-
dtych z drzew po zakonczonej wegetacji. Celem badan byta
ocena mozliwosci ich dalszego wykorzystania w przemysle
kosmetycznym i farmaceutycznym jako cennego surowca
antyoksydacyjnego. Kobus-Cisowska i wsp. podali, iz wtasci-
wosci lecznicze lisci mitorzebu japonskiego po zakonczonej
wegetacji nie zostaty do konica poznane w poréwnaniu z li§¢mi
zielonymi, ktére sg materiatem czesto wykorzystywanym
w przemysle farmaceutycznym. Autorzy sugerujg rowniez,
ze z6tte liScie milorzebu zawieraja znacznie wieksza zawar-
tos$¢ polifenoli niz liScie zielone, czego konsekwencja jest ich
wieksza zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw [15]. Sati i wsp.
oraz Kobus i wsp. stwierdzili, ze wlasciwos$ci antyoksydacyjne
lisci mitorzebu ze zbioru jesiennego sg znacznie wyzsze niz
lisci ze zbioréw wiosennych i letnich. Podczas z6tkniecia lisci
nastepuja zmiany struktury polifenoli oraz reakcje polimery-
zacji, przez co surowiec ten charakteryzuje sie znacznie wiek-
sz3 iloScig substancji aktywnych. Wysuszenie li$ci nastepujace
po zakonczeniu wegetacji usprawnia ich maceracje, utatwia
zwilzalnos¢ i zwieksza podatnos¢ na wnikanie rozpuszczal-
nikéw podczas przygotowania préb do badan [14, 15, 22]. Duza
kumulacja cennych sktadnikéw w lisciach zéttych spowodo-
wana jest prawdopodobnie warunkami stresowymi roslin
zwigzanymi z obnizong temperaturg otoczenia [14].

W do$wiadczeniu wtasnym oznaczono aktywno$¢ przeciw-
utleniajaca z6ttych lisci mitorzebu z wykorzystaniem metody
z uzyciem odczynnika DPPH. Analizujgc przeprowadzone bada-
nia, mozna stwierdzi¢, ze z6tte liscie mitorzebu japonskiego,
ktére zakonczyty wegetacje, charakteryzuja sie duza zdolno$cia
zmiatania wolnych rodnikéw, co potwierdzajg wyniki zamiesz-
czone w tabeli 1. Na taka ich zdolno$¢ wskazuja réwniez bada-
nia innych autoréw z wykorzystaniem lisci mitorzebu [13, 14,
15, 23, 24], a takze badania przeprowadzone na lisciach innych
roslin, w tym np. winoro$li wtasciwej [25], aronii czarnej [26],
akki sellowej [27], bielunia surmikwiatu [28] czy jezyny euro-
pejskiej [29].

W przeprowadzonych badaniach wykazano, iz metoda
ekstrakcji ma istotny wptyw na zdolno$¢ zmiatania wol-
nych rodnikéw otrzymanego wyciggu z surowca roslinnego
(tab. 1; ryc. 1). Aktywno$¢ antyoksydacyjna suchych lisci mito-
rzebu miescita sie w granicach 37,69-92,85% RSA, przy czym
w grupie ekstraktéow w 40% etanolu, w przypadku wszystkich
metod ich pozyskania, utrzymywata sie na wysokim pozio-
mie - 89,64-92,85% RSA. W grupie wyciggéw w 70% etanolu
najwyzszymi warto$ciami RSA charakteryzowaty sie liscie
ekstrahowane za pomoca wytrzasarki (92,37%), natomiast
przy zastosowaniu 96% etanolu - ekstrakty pochodzace z apa-
ratu Soxhleta (81,71%). Wysokie wyniki, dochodzace nawet
do 89,25%, uzyskano réwniez dla wyciagéw metanolowych.
Wartos$ci te wskazujga na do$¢ rozbiezng aktywnos$¢ anty-
oksydacyjna lisci mitorzebu, ktéra zmienia sie w zaleznosci
od stezenia i rodzaju rozpuszczalnika. W wiekszosci przypad-
kéw znacznie wyzsze zdolno$ci antyoksydacyjne wykazaty
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ekstrakty w 40% i 70% etanolu i metanolowe w poréwna-
niu z ekstraktami w 96% etanolu (ryc. 1). Na duzg zdolnos$¢
przeciwutleniajgca wyciggdw z lisci mitorzebu z zastosowa-
niem etanolu jako rozpuszczalnika wskazuja réwniez Stefa-
novits-Banyai i wsp. oraz Zahradnikowa i wsp. [30, 31]. Nato-
miast Boonkaew i Camper oraz Sati i wsp. zaobserwowali duza
aktywno$¢ antyoksydacyjna, ekstrahujac liscie mitorzebu

w metanolu, w poréwnaniu z innymi rozpuszczalnikami - eta-
nolem, wodg czy acetonem [14, 32]. Istotny wptyw na oceniane

wtasciwosci ma réwniez sposéb ekstrakeji roslin, co wyka-
zano w badaniach wtasnych, stosujgc bowiem aparat Soxhleta

i wytrzasarke, uzyskano wyniki niejednorodne (tab. 1). Peres

i wsp. wskazuja takze na rozbiezno$¢ wynikéw w oznaczaniu

zawartos$ci substancji przeciwutleniajgcych przy ekstrak-
cji roslin z rodziny pieprzowatych z wykorzystaniem apa-
ratu Soxhleta oraz tazni ultradzwiekowej. Wedtug ich oceny
zawarto$¢ witaminy E, bedgcej cennym przeciwutleniaczem,
byta zr6znicowana w zalezno$ci od uzytej metody pozyska-
nia wyciagéw [33]. Natomiast Bimakr i wsp. badajac benin-
kaze szorstka, uzyskali wieksze wtasciwosci antyutleniajace

w probach otrzymanych za pomoca tazni ultradzwiekowej

w poréwnaniu z aparatem Soxhleta [34].

W doswiadczeniu wtasnym stwierdzono wystepowanie
polifenoli w lisciach mitorzebu japonskiego. Uzyskane wyniki
byty do$¢ rozbiezne w zalezno$ci zaréwno od uzytego roz-
puszczalnika, jak i sposobu uzyskania ekstraktow (tab. 2). Naj-
wyzszg ich ogblng zawarto$¢, wynoszaca 9,15 mg/g surowca,
odnotowano w prébach ekstrahowanych w aparacie Soxhleta
(40% etanol). Kobus-Cisowska i wsp. wskazuja na rozbiez-
no$¢ wynikoéw dotyczacych zawarto$ci wybranych zwigzkow
fenolowych w lisciach zielonych i zéttych mitorzebu. Autorzy
wykorzystujac rézne rozpuszczalniki, sporzadzili z badanego
surowca wyciagi wodne, wodno-acetonowe oraz etanolowe,
w przypadku ktérych duza zawarto$cia zwiazkéw polifeno-
lowych charakteryzowaty sie ekstrakty acetonowo-wodne,
uzyskane zaréwno z lisci z6ttych, jak i zielonych [15]. Polife-
nole sa cennymi sktadnikami roslinnymi, ktére maja wptyw
m.in. na proces zmiatania wolnych rodnikéw, co wyraza sie
dodatnig korelacjg pomiedzy ich zawartos$cig a wtasciwo$ciami
antyoksydacyjnymi lisci mitorzebu [14, 23, 35]. Potwierdzaja
to badania wtasne, w ktdrych stwierdzono dodatnig korela-
cje pomiedzy ogdlng zawartoscia polifenoli a ogélng aktyw-
nos$cig antyoksydacyjna RSA na poziomie r = 0,768 (ryc. 2).

W przeprowadzonych oznaczeniach zbadano takze kinetyke
procesu wygaszania rodnika DPPH przez ekstrakty ze wiezych
lisci uzyskane z uzyciem aparatu Soxhleta oraz wytrzasarki.
Stwierdzono, iz RSA utrzymuje sie na statym poziomie w 10.
min oznaczenia, a wynik dla ekstraktow w 70% etanolu jest niz-
szy niz w przypadku uzycia etanolu 96% (ryc. 3). Mogto to mie¢
przetozenie na pdzniejsze wyniki, bowiem aktywnos$¢ anty-
oksydacyjna ekstraktéw w 70% etanolu z z6ttych lisci mito-
rzebu byta w wiekszosci przypadkéw wyzsza w poréwnaniu
z ekstraktami sporzadzonymi w 96% etanolu. Kinetyke wyga-
szania rodnika DPPH badali réwniez inni autorzy, m.in. Koto-
dziej i Drozdzal, ktérzy ustalali czas reakcji w ciagu 12 min dla
kwiatéw oraz owocéw bzu czarnego [36], a takze Malinowska,
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ktora zaprezentowata kinetyke oceniang podczas 10 min dla
takich roslin, jak: bez czarny, lipa drobnolistna, boréwka czarna,
wakrota azjatycka. Autorka zaobserwowata réwniez rozktad
rodnika DPPH w pierwszych minutach od zainicjowania reakeji
z wyciggami ro$linnymi [37]. Wykres przedstawiajacy kine-
tyke rozktadu rodnika DPPH pozwala poréwnac¢ aktywnos¢
antyoksydacyjna dla réznych ekstraktéw roslinnych zmie-
niajaca sie podczas inkubacji oraz umozliwia dostosowanie
odpowiedniego jej czasu koniecznego dla wykonania oznaczen
zdolnosci zmiatania wolnych rodnikéw.

WNIOSKI

1. Liscie mitorzebu po skoniczonej wegetacji charaktery-
zowaty sie duzg zdolno$cig antyoksydacyjng, co stwierdzono,
badajac zaréwno proby ekstrahowane za pomocg aparatu
Soxhleta, ultradzwiekéw, jak i wytrzgsarki rotacyjnej.

2. Wwiekszosci przypadkéw znacznie wyzsza aktywno-
$cig przeciwrodnikowa charakteryzowat sie badany surowiec
ro$linny ekstrahowany w etanolu 40% i 70% oraz metanolu
w poréwnaniu z ekstraktami, w ktérych rozpuszczalnik sta-
nowit 96% etanol.

3. Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy og6lng zawar-
toscia polifenoli a aktywno$ciag antyoksydacyjna wyrazona
w % RSA analizowanych prob.

4. Z ekologicznego punktu widzenia duza zdolno$¢ do zmia-
tania wolnych rodnikéw ekstraktéw z z6ttych lisci mitorzebu
japoniskiego po zakonczonej wegetacji sugeruje mozliwo$¢
wykorzystania ich jako cennego Zr6dta antyoksydantéw, np.
w przemysle farmaceutycznym czy kosmetycznym.
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