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Streszczenie

Oznaczono zmiany zawarto$ci polifenoli ogétem i aktywnos$¢ antyoksydacyjna metoda
z DPPH oraz FRAP ekstraktéw: metanolowych, etanolowych, wodnych oraz acetonowych,
otrzymanych z werbeny cytrynowej (Lippia citriodora (Palau) Kunth.) w czasie ich prze-
chowywania (3, 6, 9 1 12 miesiecy). Najwieksza zawartos¢ polifenoli ogétem zanotowano
w ekstrakcie metanolowym, najnizsza za§ w wyciagu acetonowym. Ekstrakt metanolowy
charakteryzowal si¢ najwigksza aktywnoscig antyoksydacyjng, oznaczong zar6wno meto-
da z DPPH, jak i FRAP. Wydtuzenie czasu przechowywania wszystkich ekstraktow, nie-
zaleznie od czynnika ekstrahujacego, powodowatlo spadek zaréwno zawartosci polifenoli
ogolem, jak i aktywno$ci antyoksydacyjne;j.

Summary

The changes of total polyphenol content and antioxidant activity by DPPH and FRAP
extracts from methanol, ethanol, aqueous and acetone extract obtained from lemon verbena
(Lippia citriodora (Palau) Kunth) were stored during storage (3, 6, 9 and 12 months). The
highest content of polyphenols was recorded in the methanol extract and lowest in the
acetone extract. The methanol extract was characterized by the highest antioxidant activity,
both by DPPH and FRAP. Extending the storage time of all extracts, irrespective of the
extractor, resulted in a decrease in both total polyphenol content and antioxidant activity.

Wstep
Werbena cytrynowa (Lippia citriodora (Palau) Kunth.) pochodzi z Amery-
ki Potudniowej, uprawiana jest rowniez w potudniowej Francji i Hiszpanii.
W Polsce ze wzgledu na niskg mrozoodpornos¢ mozna jg uprawia¢ pod
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ostonami lub jako roéline jednoroczng. Wytwarza lancetowato-wydtuzone
liscie koloru zielonoseledynowego, zawierajace od 0,8 do 1,2% olejku ete-
rycznego. Gléwnym skladnikiem olejku jest cytral (do 70%), pozostale to:
limonen, mircen, geraniol, nerol, neral i werbenal. Werbena cytrynowa ma
zastosowanie w kosmetyce (perfumy, wody kolonskie) oraz ze wzgledu na
przyjemny stodkocytrusowy zapach i smak jest stosowana jako aromatyzu-
jacy dodatek do herbat ziolowych [1, 2, 3]. Liscie zawierajg takze kwasy fe-
nolowe i flawonoidy, co sprawia, ze ekstrakty z nich pozyskiwane wykazuja
wlasciwosci antyoksydacyjne [3, 4]. Dlatego tez za cel niniejszej pracy po-
stawiono okreslenie zmian zawartosci polifenoli ogélem oraz wlasciwosci
przeciwutleniajagcych (metoda DPPH i FRAP) réznych ekstraktow otrzy-
manych z lisci werbeny cytrynowej w trakcie przechowywania.

Materiat i metody

Material badawczy stanowily wysuszone liscie werbeny cytrynowej (Lippia
citriodora (Palau) Kunth). Surowiec pochodzit z roslin uprawianych na gle-
bie piaszczysto-gliniastej w Ogrodzie Roslin i Surowcéw Kosmetycznych
Centrum Innowacji Badan i Nauki (CIBIN), zlokalizowanym w miejsco-
wosci Wola Zadybska w wojewodztwie lubelskim (51°44’49”N 21°50°38”E).
Bezposrednio po zbiorze liscie suszono konwekcyjnie w suszarce (Mem-
mert UF160) z wymuszonym obiegiem powietrza w temperaturze 35°C,
w czasie 20 minut. Otrzymany material zmielono za pomocg miynka la-
boratoryjnego IKA M20 (producent: IKA WERKE GmbH) i poddano eks-
trakcji réznymi rozpuszczalnikami: wodg, 70% etanolem, metanolem oraz
acetonem. Przygotowanie ekstraktow polegalo na poddaniu 2g probek su-
szonych lisci werbeny cytrynowej (odwazonych z doktadnoscig do 0,01g)
10-minutowej ekstrakcji w automatycznym ekstraktorze Soxhleta (firma:
BUCHI Labortechnik AG) za pomocg 30 ml wody o temperaturze 100°C
oraz 100 ml rozpuszczalnika (70% etanol, metanol, aceton).

Ogolng zawartos¢ polifenoli oraz wilasciwosci przeciwutleniajace analizo-
wanych ekstraktéw okreslono bezposrednio po ekstrakcji oraz po: 3, 6,91 12
miesigcach przechowywania w temperaturze -18°C. Do oznaczenia zawartosci
zwigzkéw polifenolowych ogdtem uzyto odczynnika Folina-Ciocalteaua, po-
miar mial miejsce przy diugosci fali 765 nm, a uzyskany wynik zostal przeliczo-
ny na kwas galusowy. Wtasciwosci przeciwutleniajgce zostaly oznaczone me-
todg opisang przez Branda-Williams i wsp. [5] przy uzyciu DPPH (1,1-difeny-
lo-2-picryl-hydrazyl). Absorbancje badanych prébek mierzono przy diugosci
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fali 515 nm, po 30 minutach inkubacji, przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS
firmy Shimadzu. Zostala rowniez oznaczona catkowita aktywnos¢ oksydacyjna
metoda FRAP. Metoda ta polega na okresleniu zdolnosci redukcji jondw Fe**
do jondw Fe*, ktore sg kompleksonowane przez TPTZ (2,4,6-tris(2-pirydylo)
-1,3,5-triazyn) z wytworzeniem bardzo intensywnego, niebieskiego zabarwie-
nia o maksimum absorbancji przy dlugosci fali 593 nm [6]. Wszystkie analizy
zostaly wykonane w trzech powtdrzeniach. Analiza statystyczna uzyskanych
wynikéw badan obejmowata obliczenie wartosci $rednich oraz odchylenia
standardowego, przy uzycia arkusza kalkulacyjnego Excel 7.0.

Whyniki i dyskusja

Najwigkszg zawartos$cig zwigzkdw fenolowych ogdtem charakteryzowat sie
ekstrakt metanolowy (47,9 mg-100 g' s.m), nieco nizsze wyniki uzyskano
dla ekstraktu etanolowego (44,1 mg-100 g! s.m), za$ najnizszg zawartoscia
polifenoli ogoélem charakteryzowat sie ekstrakt acetonowy (28,9 mg-100
g's.m) — Tabela 1. W trakcie przechowywania wszystkich analizowanych
ekstraktow zanotowano spadek ogolnej zawartosci zwigzkéw fenolowych.
Najwiekszy spadek zanotowano po 12 miesigcach przechowywania dla
ekstraktu wodnego i wynosit on 39%. Natomiast najmniejszym spadkiem
zawartosci polifenoli ogdélem w trakcie 12-miesiecznego przechowywania
charakteryzowat si¢ ekstrakt etanolowy (16,3%).

Tabela 1. Zawartos¢ polifenoli ogétem w ekstraktach wodnych, etanolowych, metanolowych i ace-
tonowych z lisci werbeny cytrynowej w trakcie przechowywania

Table 1. Total polyphenol content in aqueous, ethanol, methanol, acetone extracts from lemon
verbena leaves during storage

Srednia zawartos¢ polifenoli ogotem w ekstraktach z lisci werbeny cytrynowej, $rednia
+SD [mg 100 g* s.m]
Mean total polyphenol content in lemon verbena leaf extract mean + SD
[mg 100g ' DM]
Czas przechowywania ekstrakt / extract
[mlesu;?e] wodny etanolowy metanolowy acetonowy
Storage time
aqueous ethanol methanol acetone
[months]
0 33,2+0,17 44,1+0,12 47,9+ 0,4 28,9+0,42
3 30,1+0,12 42,8+0,24 46,8+0,34 27,240,15
6 28,240,17 40,2+0,19 44,2+0,19 26,2+0,17
9 25,1+0,12 38,4+0,19 42,3+2,32 25,1+0,12
1 20,1+0,14 37,1+0,12 40,1+0,12 22,1+0,12

SD - odchylenie standardowe, SD - standard deviation
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Vinha i wsp. [7] w swoich badania uzyskali zawartos$¢ polifenoli w eks-
trakcie etanolowym z werbeny cytrynowej na poziomie 41,6 mg 100g™ [7],
natomiast Choupani i wsp. 23,8 mg-100 g' s.m [8]. Badania przeprowadzo-
ne przez Shahii wsp. [9] wykazaly ze zawarto$¢ tych zwigzkoéw jest znacznie
nizsza i miescita sie w zakresie od 5,9 ppm do 17,2 ppm w zaleznosci od ste-
zenia ekstraktu, czyli po przeliczeniu od 0,59 do 1,72 mg-100g™ s.m.

Analizowane ekstrakty otrzymane z li§ci werbeny cytrynowej wykazaty
aktywno$¢ przeciwutleniajaca na poziomie 29,8 do 48,7% niezredukowa-
nego rodnia DPPH (Tabela 2). Najsilniejszymi wtasciwosciami przeciwu-
tleniajgcymi charakteryzowal si¢ ekstrakt metanolowy, najstabszymi za$
ekstrakt wodny.

Tabela 2. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca ekstraktow z lisci werbeny cytrynowej wyrazona jako
zdolnos¢ do wygaszania rodnika DPPH [%] + SD w trakcie przechowywania

Table 2. Antioxidant properties of extracts from lemon verbena leaves as ability to quench DPPH
radical [%] during storage

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow z lisci werbeny cytrynowej wyrazona jako
zdolno$¢ do wygaszania rodnika DPPH" [%] + SD w trakcie przechowywania
Antioxidant properties of extracts from lemon verbena leaves as ability to quench
DPPH' radical [%] during storage
Czas przechpwywania ekstrakt / extract
[m1es1q§e] wodny etanolowy metanolowy acetonowy
Storage time
aqueous ethanol methanol acetone

[months]

0 29,8+0,20 46,4+0,41 48,7+0,70 31,1+0,14

3 28,2+0,19 45,8+0,28 47,1+0,12 31,0+0,45

6 27,240,22 44,1+0,12 45,2+0,17 29,9+0,30

9 26,1+0,14 43,2+0,15 44,4+0,37 28,4+0,12

1 25,2+0,15 42,1+0,40 42,9+0,11 26,1+0,12

SD - odchylenie standardowe, SD - standard deviation

Site redukujacg FRAP badanych ekstraktow wyznaczong na podstawie
ich zdolnosci do redukcji zwigzku Fe’-TPTZ do Fe"™-TPTZ przedstawio-
no w Tabeli 3. Im wyzszg wartos¢ FRAP posiada dany przeciwutleniacz,
tym wyzsza jest jego sila redukujaca. Wartos¢ FRAP dla analizowanych
ekstraktow wynosita od 18,9 do 30,9 mmol Fe**100 g s.m. Najwigkszg ak-
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tywno$cig antyoksydacyjng oznaczong metodg FRAP charakteryzowal sie
ekstrakt metanolowy, najnizsza za§ wodny. Podczas przechowywania eks-
trakty niezaleznie od rodzaju ekstrahenta oraz metody oznaczania (DPPH
i FRAP), sukcesywnie tracily swoje wtasciwosci przeciwutleniajace.

Tabela 3. Aktywno$¢ przeciwutleniajgca ekstraktéw z lisci werbeny cytrynowej FRAP
[mM Fe™?-100 g' s.m] w trakcie przechowywania

Table 3. Antioxidant properties of extracts from lemon verbena leaves as FRAP [mM Fe*?
-100 g'! DM] during storage

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca ekstraktow z lisci werbeny cytrynowej FRAP
[mM Fe**-100 g s.m] + SD
Antioxidant properties of extracts from lemon verbena leaves as FRAP
[mM Fe**-100 g' DM] + SD
Czas przechowywania ekstrakt / extract
[mlesu}?e] wodny etanolowy metanolowy acetonowy
Storage time
aqueous ethanol methanol acetone
[months]
0 18,9+0,2 29,5+0,50 31,0+0,25 19,8+0,20
3 17,9+0,2 29,1+0,10 29,9+0,10 19,7+0,20
6 17,3+0,3 28,0+0,04 28,7+0,20 19,0+0,45
9 16,6+0,1 27,4+0,43 28,2+0,20 18,1+0,06
n 16,0£0,2 26,8+0,27 27,3+0,20 16,6+0,60

SD - odchylenie standardowe, SD - standard deviation

Whioski
Badania ekstraktow wodnych, etanolowych, metanolowych i acetonowych
otrzymanych z wysuszonych lisci werbeny cytrynowej (Lippia citriodora
(Palau) Kunth) pozwalajg na wysnucie nastepujacych wnioskdw:
1. Kazdy z ekstraktéow charakteryzowat si¢ inng zawarto$cig polifenoli
ogoélem.
2. Najsilniejsze dzialanie przeciwutleniajace, oznaczone metodg DPPH
i FRAP, wykazaly ekstrakty metanolowe, za§ najstabsze ekstrakty
wodne.
3. Przechowywanie spowodowalo sukcesywny spadek zawartosci poli-

fenoli oraz aktywnosci antyoksydacyjnych wszystkich badanych eks-
traktow.
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