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Oznaczanie skladu i weryfikacja sktadu podanego przez producenta wszelkich produk-
tow w tym tez produktow kosmetycznych jest niezwykle istotna i potrzebna. Wskazuje
na to fakt, ze analiza tylko dziewieciu kosmetykéw pozwolita wyodrebni¢ te produk-
ty, ktorych skfad faktyczny jest rézny od deklarowanego przez producenta. Niektore
zwiazki wymienione w skladzie nie wystepuja w produkcie lub znajduja sie w nieozna-
czalnym stezeniu, a inne, mimo, Ze nie s3 deklarowane, moga zosta¢ wykryte.
Wiadomo tez, ze na date waznosci (przydatnosci) ma wptyw nie tylko ilos¢ roz-
nych konserwantow w kosmetykach, ale takze ich stezenie w probkach oraz obec-
nos$¢ innych sktadnikéw aktywnych, np. zwiazkéw polifenolowych czy witamin.
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Streszczenie

Witaminy, zwiazki fenolowe i karotenoidy sg najczesciej wystepujacymi w owocach
i warzywach naturalnymi substancjami antyoksydacyjnymi. Przeciwutleniacze
chronig komorki przed oksydacyjnym uszkodzeniem przez reaktywne formy tle-
nu i inne rodniki. Pomiedzy tymi skladnikami moga zachodzi¢ interakcje zaréwno
wzmacniajace efekt antyoksydacyjny, jaki i go oslabiajacy. Przykladami tych inte-
rakcji sg: synergizm, charakteryzujacy si¢ tym, ze efekty wywolywane przez sklad-
niki w mieszaninie s wyzsze, a antagonizm, gdy efekty s3 nizsze, niz wynikatoby
to z sumy dzialania poszczegdlnych sktadnikow stosowanych oddzielnie. Jesli po-
miedzy poszczegélnymi badanymi substancjami interakcje nie zachodza, a wartos¢
oczekiwana i obserwowana nie roznia si¢ istotnie od siebie, mozemy zaobserwo-
wac efekt addytywny. Ze wzgledu na zwigkszajace si¢ zainteresowanie naturalnymi
antyoksydantami, s3 one szeroko stosowane w suplementach diety oraz kosmety-
kach. Dzigki wiedzy na temat mozliwych interakcji mozna tworzy¢ produkty han-
dlowe o lepszych wlasciwosciach przeciwutleniajacych, jednoczesnie optymalizujac
proces ich powstawania. W publikacji przedstawiono wyniki badan interakcji po-
miedzy kwasem askorbinowym a wybranymi kwasami fenolowymi, flawonoidami
i kumarynami. Wlasciwosci antyoksydacyjne oznaczono metodami FRAP, ABTS,
Folina-Ciocalteu’a oraz DPPH. Na podstawie pomiaréw okreslono dzialania anta-
gonistyczne, synergistyczne lub addytywne mieszanin w poréwnaniu do czystych
zwigzkow.
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Summary

Vitamins, phenolic compounds and carotenoids are the most common natural
antioxidant substances found in fruits and vegetables. Antioxidants protect cells
from oxidative damage by reactive oxygen species and other radicals. There may be
interactions between these components, both enhancing the antioxidant effect and
weakening it. The synergistic effect is characterized by the fact that the theoretical sum
of the effects of the individual components in a mixture is lower than the observed
value, and antagonistic when the expected sum of effects is higher than their observed
value. If there are no interactions between the individual substances tested, and the
expected and observed values do not differ significantly from each other, we can
observe an additive effect. Due to the growing interest in natural antioxidants, we
can observe their increasing use in dietary supplements and cosmetics. Thanks to the
knowledge about possible interactions, we can create commercial products with better
antioxidant properties, while optimizing their composition. The publication presents
the results of the interaction studies between ascorbic acid and selected phenolic acids,
flavonoids and coumarins. Antioxidant properties were determined by FRAP, ABTS,
Folin-Ciocalteau and DPPH methods. The antagonistic, synergistic or additive effects
of the mixtures were determined in comparison to the pure compounds.

Wstep

Kwas L-askorbinowy ze wzgledu na swoéj hydrofilowy charakter jest rozpuszczalny
w wodzie oraz rozcieniczonych alkoholach. Zwigzek ten (Rysunek 1.) jest najbardziej
trwaty w stanie staltym, natomiast w roztworach wodnych ulega rozktadowi pod wpty-
wem podwyzszonej temperatury, obecnosci tlenu, zelaza i miedzi, a jego roztwory,
ze wzgledu na kwasowy charakter czasteczki, wykazuja najlepsza trwalos¢ w pH 4-6
[1, 2]. Kwas L-askorbinowy wykazuje silne wlasciwosci antyoksydacyjne. W stosun-
kowo niskim stezeniu moze by¢ donorem wodoru (mechanizm HAT z ang. hydro-
gen atom transfer) lub elektronéw (mechanizm SET, z ang. single electron transfer).
Oddajac elektron przeksztalca sie w rodnik askorbylowy, a nastepnie w kwas L-de-
hydroaskorbinowy (DHA) (utleniona forma kwasu askorbinowego). Zaréwno rod-
nik askorbylowy jak i kwas L-dehydroaskorbinowy s3 odwracalnie przeksztalcane do
kwasu askorbinowego. Obie formy (utleniona i zredukowana) chronig biatka, weglo-
wodany, lipidy oraz kwasy nukleinowe przed oksydacyjnym uszkodzeniem poprzez
reaktywne formy tlenu i inne rodniki (m.in. rodniki ponadtlenkowe, rodnik hydrok-
sylowy, tlen singletowy, nadtlenek wodoru). Kwas L-askorbinowy jest obecny w wyso-
kich stezeniach w organach posiadajacych wysoka aktywno$¢ metaboliczna np. w wa-
trobie, nadnerczach, moézgu, gruczotach sluzowych, trzustce, zoladku oraz plucach,
odgrywa znaczaca role w zapobieganiu uszkodzeniom moézgu przez rodniki [2].
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Kwas L-askorbinowy moze by¢ stosowany miejscowo w celu neutralizacji rodnikow
powstatych przez ekspozycje na promieniowanie nadfioletowe i inne czynniki $rodo-
wiskowe, takie jak dym papierosowy czy zanieczyszczenia [3]. Zastosowanie 10% roz-
tworu kwasu wykazuje zmniejszenie si¢ oparzen stonecznych o 40-60% oraz rumienia
0 52% [4]. Kwas L-askorbinowy bierze udzial w procesach syntezy kolagenu (poprzez
interakcje z jonami metali przejsciowych, gtéwnie miedzi i Zelaza), karnityny, kwasu
foliowego, hormonoéw katecholaminowych (adrenaliny, noradrenaliny), aminowanych
hormonéw peptydowych (wazopresyny) oraz regeneruje witamine E [5].

W suplementach diety kwas L-askorbinowy lub jego pochodne czesto taczone sa
z ekstraktami roslinnymi. Ich waznym skladnikiem sg kwasy fenolowe (Rysunek 1)
- pochodne kwasu hydroksycynamonowego i kwasu hydroksybenzoesowgo. Najbar-
dziej znane kwasy hydroksycynamonowe to kwas kawowy, ferulowy, synapowy i p-ku-
marowy. W roslinach grupa ta wystepuje przewaznie jako pochodne glikozydow, ami-
dow i estrow glukozy lub kwasu chinowego. Przyktadem moze by¢ kwas chlorogenowy;,
ktory jest polaczeniem kwasu kawowego i chinowego [6, 7]. Kwasy fenolowe wykazuja
wlasciwosci przeciwutleniajace, moga dzialta¢ jako donory wodoru i reagowac z reak-
tywnym tlenem oraz azotem, doprowadzajac w ten sposob do reakeji terminacji, ktora
przerywa lancuchowe reakcje rodnikowe. Wykazujg zdolno$¢ do chelatowania jonow
metali enzyméw bioracych udzial w reakcjach oksydacyjnych. Zdolnosci przeciwu-
tleniajace kwaséw fenolowych polegaja takze na stabilizacji rodnikéw, powstajacych
w reakcjach utlenienia przez ich uwodornienie lub kompleksowanie [7].
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Rysunek 1. Kwas L-askorbinowy i przykladowe zwigzki uzyte w badaniach.
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Figure 1. L-ascorbic acid and examples of compounds used in the research

Flawonoidy charakteryzuja sie 15-weglowym szkieletem, skladajacym sie
z dwoch pierscieni aromatycznych (Rysunek 1). Roznia sie poszczegdlnymi pod-
stawnikami, stopniem nasycenia i utlenieniem pierscienia. Naturalnie najczesciej
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wystepuja w postaci glikozydow. Sg one bardziej stabilne niz wolna posta¢ flawono-
idow, chociaz maja dos¢ niskg biodostepnos¢, dlatego czesto wymagaja hydrolizy
do aglikonu. W postaci aglikonu naturalnie wystepuja flawony i flawonole [8]. Fla-
wonoidy wykazuja wiele wlasciwosci, miedzy innymi dzialanie przeciwutleniajace,
przeciwzapalne, przeciwalergiczne, przeciwzakrzepowe, wzmacniajgce i uszczelnia-
jace $ciany naczyn krwionosnych [9]. Zwiazki te dzialaja antyoksydacyjne poprzez
chelatowanie jonéw metali oraz inhibicje niektérych enzymoéw wytwarzajacych rod-
niki. Ze wzgledu na wysoka reaktywno$¢ grupy hydroksylowej, flawonoidy reagu-
ja z rodnikiem tworzac malo aktywne, krotko zyjace rodniki, ktére bardzo szybko
ulegaja rekombinacji. Najsilniejsze dzialanie przeciwutleniajgce wykazujg flawony
i flawanole [10]. Strukturami wplywajacymi na dzialanie przeciwutleniajace sg uto-
zenie w pozycji orto grup hydroksylowych w pierscieniu B (Rysunek 1), obecno$¢
grup hydroksylowych, wigzanie nienasycone miedzy weglami C2 i C3 w sasiedztwie
z grupa karbonylowa w pierscieniu C oraz O-metylacja [11].

Kolejna grupa zwigzkow wykazujacych dzialanie antyoksydacyjne sg kumary-
ny, o strukturze benzo-a-pironu, podobne chemiczne do flawonoidéw. Najczesciej
wystepuja jako czasteczki lub aglikony w glikozydach [9]. Kumaryny wykazuja
dzialanie przeciwzapalne, przeciwskurczowe, przeciwutleniajace, przeciwnowo-
tworowe, przeciwzakrzepowe, antybakteryjne i przeciwwirusowe [12, 13]. Glow-
na wiasciwoscia kumaryn jest dzialanie przeciwutleniajace, ktére polega na ha-
mowaniu wytwarzania reaktywnych form tlenu RFT oraz ich wychwytywaniu.
Aktywnos¢ antyoksydacyjna moze dotyczy¢ roznych mechanizméw, w zalezno-
$ci od struktury chemicznej kumaryn. Efekt przeciwutleniajacy jest skorelowany
z miejscem przylaczenia i liczbg elektrodonorowych grup hydroksylowych. Inng
metoda hamowania powstawania rodnikow przez kumaryny jest chelatowanie jo-
noéw metali przejsciowych, takich jak zelazo czy miedz [9, 14].

Na rynku spotykane sa suplementy zawierajgce mieszanki witaminy C w postaci
kwasu L-askorbinowego lub jego pochodnych oraz polifenoli. Wigkszo$¢ z nich ma
za zadanie wspomaga¢ uklad odpornosciowy, pozostale dzialania zwigzane sa z ak-
tywnoscia przeciwutleniajaca wybranych zwiazkéw. Przykladowo dodawany jest
kwas ferulowy, witamina E, kwercetyna, rutyna, hesperydyna, naryngenina, a takze
wiele ekstraktow roslinnych, np. z: korzenia kurkumy, czarnego bzu, dzikiej rozy,
czarnej porzeczki, owocow cytrusowych.

Analizujac wlasciwoséci antyoksydacyjne stwierdzono, ze efekty synergistyczne
wystepuja, gdy polaczenie dwoch lub wiecej substancji wykazuje silniejszy efekt
antyoksydacyjny niz suma dzialania kazdego z nich oddzielnie. Synergistyczne
dziatanie antyoksydacyjne nie jest do konca wyjasnione. Przykladowe hipotezy
mechanizmu synergistycznego to: powstawanie dimer6éw i adduktéw oraz nowych
substancji fenolowych, ktére posiadajg silniejsza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
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od substratow reakcji; antyoksydant o nizszym potencjale redukuje antyoksydant o wyz-
szym potencjale redukcyjnym; tworzenie kompleksow miedzyczasteczkowych pomie-
dzy antyoksydantami, wykazujacymi silniejsze wlasciwosci przeciwutleniajgce niz
zwiazki macierzyste; nieokreslone reakcje miedzy substancjami; inna rozpuszczalno$¢
przeciwutleniaczy, powodujaca roznice w rozkladzie zwigzkéw miedzy fazami [15, 16].

Antagonizm to zjawisko, w ktorym polaczenie dwoch lub wiecej zwiazkow wy-
kazuje stabszy efekt antyoksydacyjny, w poréwnaniu do sumy matematycznej ich
dzialania oddzielnie. Mechanizm interakcji antagonistycznej, mozna sprobowac
wyjasni¢ poprzez: powstawanie adduktéw i komplekséw pomigdzy antyoksydan-
tami; redukcja stabszego antyoksydantu poprzez silniejszy przeciwutleniacz; poli-
meryzacja antyoksydantow; nieodwracalne reakcje rodnikéw, prowadzace do ich
zneutralizowania; nieprzewidywalne reakcje miedzy substancjami [15, 16]. Z kolei
efekt addytywny to zjawisko, gdy przeciwutleniacze w zlozonej mieszaninie maja
takie same wlasciwosci antyoksydacyjne, jak suma matematyczna ich dzialania od-
dzielnie. Efekt ten zaklada brak interakeji lub nieprzewidywalne reakcje miedzy an-
tyoksydantami w mieszaninie [15].

Stosunkowo duzo poswiecono uwagi badaniu wplywu kwasu L-askorbinowego
na wilasciwosci antyoksydacyjne kwercetyny [17]. Zdolno$¢ zmiatania rodnika ABTS
przez kwercetyne, niezaleznie od stosunku sktadnikéw mieszaniny, mozna przed-
stawi¢ jako addytywna. Jednak przy uzyciu testu z rodnikiem DPPH proporcje ba-
danej mieszaniny maja wplyw na wyniki doswiadczenia. Stosunek wagowy 3:1, 2:1,
1:1 kwercetyny do kwasu L-askorbinowego wykazuje wiasciwosci addytywne obu
skladnikéw mieszaniny, ale przy nadmiarze kwasu (1:2, 1:3) wykazano ich antagonizm
wzgledem rodnika DPPH. Podane réznice moga wynikac z srodowiska obu reakeji.
W tescie TEAC (reakcja z rodnikiem ABTS) byt to bufor o pH 7,4, a w tescie DPPH
metanol [17]. Wyniki pomiaréw TEAC wtasciwosci antyoksydacyjnych kwasu askor-
binowego i kwercetyny w roznym pH byly stale dla kwasu w calym zakresie, jednak
dla kwercetyny wzrastaly one wraz ze wzrostem pH [18]. W celu wyjasnienia anta-
gonistycznego oddzialywania kwercetyny z kwasem L-askorbinowym w zaleznosci
od stosunku skladnikéw mieszaniny, zaproponowano mechanizm dzialania polega-
jacy na tworzeniu kompleksu molekularnego polaczonego wigzaniem wodorowym
pomiedzy grupa C4-OH czasteczki flawonoidu, a grupa C2-OH i karbonylowym
atomem tlenu czgsteczki kwasu. Zablokowanie reaktywnej grupy C4’-OH flawo-
noidu, powoduje obnizenie jej dostepnosci dla rodnikéw oraz zmniejszenie jej zdol-
nosci do oddawania elektronéw [18]. Kwercetyna (jak i rutyna) posiada w swoich
czasteczkach grupy hydroksylowe przy atomach wegla 3’ i 4 w pierscieniu B, grupe
3-hydroksy-4-karbonylowa oraz pierscien y-pirolowy. Dzigki temu oprécz wigzania
jonow metali np. miedzi, nie tylko hamuje powstawanie RFT, ale rowniez inhibituje
konwersje kwasu askorbinowego do kwasu dehydroaskorbinowego [19].
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W badaniach nad wplywem pH srodowiska na wlasciwosci antyoksydacyjne, wy-
kazano, ze kwas L-askorbinowy stabilizuje katechiny, ktore sg nietrwale w $rodowi-
sku obojetnym i zasadowym [20]. W dos$wiadczeniach nad interakcjami tego kwasu
z kwercetyna i rutyna wykazano, ze typ interakcji moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od
pH srodowiska, proporcji sktadnikéw w mieszaninie oraz ich rodzaju [18, 21].

Aktywnos¢ przeciwutleniajacg mieszaniny kwasu L-askorbinowego i kwasu feru-
lowego, badana metoda DPPH mozna okresli¢ jako oddziatywanie antagonistyczne
obu substancji. Prawdopodobnym wytlumaczeniem tego zjawiska jest degradacja do
zwigzku mniej reaktywnego [15]. Wyjasnieniem dzialania antagonistycznego moze
by¢ rowniez to, ze silniejszy przeciwutleniacz szybko zmniejsza stezenie kationowych
rodnikéw (np. DPPH czy ABTS), zmniejszajac w ten sposob szybkos¢ reakcji pomig-
dzy stabszym antyoksydantem a rodnikiem, ze wzgledu na zmniejszenie si¢ ilo$ci ka-
tionoronikow. Takie obserwacje mogg prowadzi¢ do wniosku, ze obserwowany efekt
antagonistyczny w mieszaninach zalezy nie tylko od stezenia antyoksydantow czy
srodowiska reakgji, ale rowniez od stezenia rodnikow kationowych [22]. Natomiast
wiadciwosci antyoksydacyjne mieszaniny kwasu kawowego i witaminy C mierzone
przy pomocy metody ORAC (z ang. oxygen radical absorbance capacity — zdolnos¢
wigzania rodnikéw tlenowych), wskazuja na efekt synergistyczny [15].

Interakeje polifenoli i kwasu L-askorbinowego nie zawsze sg addytywne, co moze
wplywa¢ na wlasciwosci suplementéw diety oraz produktéw leczniczych. Skutki
dzialania fizjologicznego miedzy tymi zwigzkami wymagaja badan in vivo. Jednak
na podstawie przedstawionych wynikéw testow in vitro, mozna przewidzie¢ wplyw
wielu czynnikéw, np. pH, na wlasciwosci antyoksydacyjne przeciwutleniaczy. Ce-
lem pracy bylo zbadanie efektow synergistycznych i antagonistycznych w mieszani-
nach dwusktadnikowych wybranych flawonoidow i kwasu L-askorbinowego.

Materiat i metody

Do badan odzialywan z kwasem L-askorbinowym (CAS 50-81-7) wybrano zwigz-
ki z najwazniejszych grup polifenoli, dobranych pod wzgledem réznic struk-
turalnych, gléwnie ilosci grup OH, ale takze w przypadku flawonoidéw, pozy-
cja pierscienia B: a) kwasy fenolowe: kawowy (CAS 331-39-5), trans-ferulowy
(CAS 537-98-4), cynamonowy (CAS 140-10-3), p-kumarowy (501-98-4), chlorogeno-
wy (CAS 327-97-9), b) flawonoidy: flawonole: chryzyna (CAS 480-40-0), kwercetyna-
(CAS 117-39-5), rutyna (CAS 153-18-4) , flawanony: naryngenina (CAS 480-41-1),
(-) epikatechina (CAS 490-46-0), izoflawonoid: daidzeina (CAS 490-46-0), kuma-
ryny: umbeliferon (CAS 93-35-6), eskuletyna (CAS 305-01-1) i jej glikozyd: eskuli-
na (CAS 531-75-9). Przygotowano 1 mM roztwory substancji wzorcowych w 70%
etanolu. Wszystkie uzyte w badaniach substancje chemiczne zostaly zakupione
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w Sigma-Aldrich i Avantor. Badania UV/VIS wykonano na spektrofotometrze
EVOLUTION 60S Thermo Fisher Scientific. Wszystkie pomiary byty powtarzane
trzykrotnie. Analize statystyczna wykonano przy pomocy MS Excel® i Statistica® 13.

Metody badania wtasciwosci przeciwutleniajacych

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca metoda FRAP (Ferric reducing ability of plasma) wy-
znaczono zgodnie z metodyka Gliszczyniskiej-Swiglo oraz Prior i in. [17, 23]. Pomiary
absorbancji wykonano przy dlugosci fali 593 nm. Wykonano pomiary dla czystych sub-
stancji i mieszanin z kwasem askorbinowym w stosunku 1:1. Wyniki FRAP uzyskano na
podstawie krzywej wzorcowej dla sporzadzonej dla Troloxu i przedstawiono jako war-
to$¢ FRAP wyrazone jako réwnowazniki Troloxu TE na pmol zwiazku [pmol TE/ pmol].
Wyznaczenie zdolnosci zmiatania rodnika ABTS wykonano metodsg opisana
przez Tyrakowska i in. [24]. Badania wykonano dla tych samych probek jak powy-
zej. Pomiary absorbancji wykonano przy diugosci fali 734 nm. Zdolno$¢ zamiata-
nia rodnika ABTS dla badanych roztworéw, wyrazone jako rownowazniki Troloxu
[umol TE/ umol zwiazku], odczytano z krzywej wzorcowe;j.
Pomiary calkowitej zawartosci polifenoli metoda Folina-Ciocalteua wykonano zgod-
nie z Singleton i Rossi [25]. Pomiar absorbancji wykonano przy dlugosci fali 765 nm.
Calkowitg zawartos¢ polifenoli dla badanych roztworéw, wyrazong jako réwno-
wazniki kwasu galusowego g GAE/ pmol zwiazku], odczytano z krzywej wzorcowe;.
Wyznaczenie zdolnosci zmiatania rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydra-
zylu) wykonano metoda na podstawie Branda-Williamsa [26] dostosowana do po-
miaréw technika EPR. Pomiary wykonano za pomoca spektrometru EPR Magnet-
tech MiniScope MS200. Widma EPR zarejestrowano trzykrotnie dla kazdej probki.
W oparciu o intensywnos$¢ widm obliczono zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH,
ktora przedstawiono w postaci: [pmol TE/ pmol zwigzku].

Whyniki i dyskusja
W celu potwierdzenia addytywnego, synergistycznego lub antagonistycznego dzia-
tania wybranych zwigzkéw w mieszaninie z witaming C, dla wszystkich metod poli-
czono teoretyczna aktywnos¢ przeciwutleniajacg mieszaniny, sumujac indywidualne
efekty jej sktadnikéw i poréwnano ja z aktywnoscia zmierzong dla badanej mie-
szaniny. Jako istotne réznice migedzy wartodcig empirycznag a teoretyczna przyjeto
p<0,05. Wyniki pomiaréw dla metody FRAP przedstawiono na Rysunku 2. Chry-
zyna, naryngenina, daidzeina i umbeliferon stosowane samodzielnie nie wykazaly
dzialania antyoksydacyjnego mierzalnego za pomocg metody FRAP, za efekt prze-
-ciwrodnikowy w mieszaninie odpowiadal kwas L-askorbinowy. Oddzialywania
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antagonistyczne wykazaly mieszaniny z kwasem kawowym, kwercetyng i eskule-
tyna. W przypadku pozostatych zwiazkéw stwierdzono efekt addytywny kwasu L-
-askorbinowego z rutyna, naryngening oraz epikateching obserwowany jest efekt
addytywny. Jedynie w mieszaninie z chryzyna stwierdzono synergizm.
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Rysunek 2. Wartosci FRAP empiryczne i teoretyczne dwuskladnikowych mieszanin polifenoli
z kwasem L-askorbinowym.

Figure 2. FRAP values measured and theoretical for binary mixtures of polyphenols with L-
-ascorbic acid.

Inne wyniki uzyskano z pomiaréw metoda z uzyciem rodnika ABTS. Oddziaty-
wanie antagonistyczne odnotowano w mieszaninach kwasu askorbinowego z kwa-
sem kumarowym, umbeliferonem, eskuling i eskuletyng. Natomiast efekt syner-
gistyczny wykazywaly mieszaniny witaminy C z kwasem kawowym, ferulowym,
chlorogenowym, chryzyna, rutyna i daidzeing. Pozostale mieszaniny zwigzkéw po-
lifenolowych z kwasem askorbinowym przedstawialy efekt addytywny (Rysunek 3).
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Rysunek 3. Zdolnos¢ zmiatania rodnika ABTS — wartosci empiryczne i teoretyczne dwuskladni-
kowych mieszanin polifenoli z kwasem L-askorbinowym.

Figure 3. ABTS radical scavenging ability - measured and theoretical values of binary mixtures
of polyphenols with L-ascorbic acid.
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W przypadku pomiaru catkowitej zawartosci polifenoli metodg Folin-Cio-
calteu (ktéra réwniez nalezy do metod antyoksydacyjnych, wykorzystujac me-
chanizm redoks, obu typow: HAT i SET [23]), istotne roznice miedzy warto$cia
empiryczng i teoretyczna, uznawane jako antagonistyczne stwierdzono dla mie-
szaniny kwasu L-askorbinowego z kwercetyna, naryngenina, daidzeing i umbe-
liferonem. Natomiast efekt synergistyczny odnotowano w mieszaninach z kwa-
sem kawowym, ferulowym, kumarowym i chlorogenowym. Pozostale mieszaniny
zwiazkéw polifenolowych z kwasem L-askorbinowym nie wykazywaly znacza-
cych réznic wartosci empirycznej i teoretycznej (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Wyniki oznaczania catkowitej zawartoéci polifenoli (metoda Folin-Ciocalteu) empi-
ryczne i teoretyczne dwuskladnikowych mieszanin polifenoli z kwasem L-askorbinowym.

Figure 4. Results of the determination of total polyphenols (Folin-Ciocalteu method), measured
and theoretical for binary mixtures of polyphenols with L-ascorbic acid.

Pomiary zdolno$ci zmiatania rodnika DPPH wykazaly efekt synergistyczny
w mieszaninach z kwasem kawowym, ferulowym i cynamonowym, natomiast anta-
gonistyczny w mieszaninach z kwasem kumarowym, chryzyna, rutyna, naryngeni-
ng, epikateching, daidzeina, umbeliferonem, eskuling i eskuletyna. Pozostate mie-
szaniny zwigzkéw polifenolowych z kwasem L-askorbinowym wykazywaly efekt
addytywny (Rysunek 5).
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= Empiryczne

> > (I S SER— 3
T I L ™ L G -
O 9 4 < & v ¥
& & S & & > & -y
& & & & PO S
& & ¢ & & ¥ F
o a&o N 6?” & §

Teoretyczne

Rysunek 5. Zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH - warto$ci empiryczne i teoretyczne dwusktad-
nikowych mieszanin polifenoli z kwasem L-askorbinowym.

Figure 5. DPPH radical scavenging capacity - measured and theoretical values of two-compo-
nent mixtures of polyphenols with L-ascorbic acid.

Porownanie wynikow pomiaréw metoda FRAP, ABTS,
Folin-Ciocalteu i DPPH

Tabela 1. Poréwnanie wynikoéw interakcji migdzy wybranymi polifenolami i z kwasem L-askor-

binowym.

Table 1. Comparison of the results of interactions between selected polyphenols and L-ascorbic acid.

Mieszanina z kwasem

Wynik interakcji wybranych zwigzkow badanych metodami:

L-askorbinowym DPPH ABTS FRAP Folin-Ciocalteu
Kwas kawowy Synergistyczne Synergistyczne | Antagonistyczne Synergistyczne
Kwas ferulowy Synergistyczne Synergistyczne | Antagonistyczne | Synergistyczne

Kwas cynamonowy Synergistyczne Addytywne Antagonistyczne Addytywne

Kwas kumarowy Antagonistyczne | Antagonistyczne | Antagonistyczne Synergistyczne

Kwas chlorogenowy Addytywne Synergistyczne | Antagonistyczne | Synergistyczne

Chryzyna Antagonistyczne | Synergistyczne | Synergistyczne Addytywne
Kwercetyna Addytywne Addytywne Antagonistyczne | Antagonistyczne
Rutyna Antagonistyczne | Synergistyczne Addytywne Addytywne
Naryngenina Antagonistyczne Addytywne Addytywne Antagonistyczne
Epikatechina Antagonistyczne Addytywne Addytywne Addytywne
Daidzeina Antagonistyczne | Synergistyczne | Antagonistyczne | Antagonistyczne
Umbelliferon Antagonistyczne | Antagonistyczne | Antagonistyczne | Antagonistyczne
Eskulina Antagonistyczne | Antagonistyczne | Antagonistyczne Addytywne
Eskuletyna Antagonistyczne | Antagonistyczne | Antagonistyczne Addytywne
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Zaroéwno kwas kawowy jak i ferulowy w polaczeniu z kwasem L-askorbinowym
wykazywaly efekt synergistyczny, badany za pomocg metod DPPH, ABTS oraz Fo-
lin-Ciocalteu. Jednak podczas badania tych mieszanin metoda FRAP, stwierdzono
efekt antagonistyczny. Potencjal redukcyjny kwasu kawowego jest réwny 0,54 V,
a kwasu L-askorbinowego 0,28 V. Witamina C redukuje zwiazek o wyzszym po-
tencjale redukcyjnym (rodnik kwasu kawowego do kwasu kawowego), co moze
wyjasnia¢ synergistyczny efekt badanej mieszaniny [27, 28]. Mieszaniny kwerce-
tyny z kwasem L-askorbinowym badane przy pomocy metod DPPH oraz ABTS
wskazuja na addytywna zalezno$¢ miedzy podanymi zwigzkami. Natomiast przy
uzyciu metody FRAP i Folin-Ciocalteu jest to ponownie efekt antagonistyczny. Wy-
niki oddziatywania kwercetyny i kwasu L-askorbinowego w mieszaninie sa zgodne
z przedstawionymi badaniami w literaturze [18]. Rutyna z kwasem L-askorbino-
wym w stosunku molowym 1:1 wykazywala addytywne oddzialywanie mierzone
metodami FRAP oraz Folin-Ciocalteu. Jednak przy zastosowaniu rodnika DPPH
byt to efekt antagonistyczny, a z rodnikiem ABTS synergistyczny. Wyniki rodzaju
interakeji z tych metod nie pokrywaja sie z wynikami przedstawionymi w literaturze
(ABTS - efekt antagonistyczny, DPPH - efekt addytywny) [21]. W przedstawionych
powyzej badaniach réznice w wynikach moga by¢ spowodowane zastosowaniem
réznego $rodowiska reakcj. W pracy Gliszczynskiej-Swiglo [21] podczas bada-
nia wlasciwosci przeciwutleniajacych metoda ABTS zastosowano bufor o pH 7,4.
W powyzszej pracy jako srodowisko reakcji mozna uznaé etanol. Natomiast efekt
antagonistyczny przy metodzie DPPH moze by¢ spowodowany mniejsza dostepno-
$cig steryczng, ze wzgledu na budowe rutyny, ktora sktada si¢ z rutynozy polaczone;
wigzaniem glikozydowym z kwercetyna [29].

Antagonistyczne oddzialywania kwercetyny i rutyny mogg by¢ wytlumaczo-
ne poprzez tworzenie kompleksu z kwasem L-askorbinowym, blokujacego grupe
C4’-OH flawonoidéw [17]. Powoduje to obnizenie ich mozliwo$ci oddawania elek-
tronow, czyli mechanizmu SET, bedgcego mechanizmem, dzigki ktéremu zachodza
gléwnie metoda FRAP oraz Folin-Ciocalteu (efekt antagonistyczny w tych testach
mozna stwierdzi¢ dla kwercetyny i kwasu askorbinowego). Réwniez zablokowana
grupa C4’-OH bedzie brala mniejszy udzial w reakcjach rodnikowych (oddzialywa-
nie antagonistyczne mieszaniny rutyny i witaminy C przy uzyciu metody DPPH).

Najwigksze réznice w wynikach oznaczen odnotowano przy zastosowaniu me-
tody FRAP. Prawdopodobnie jest to spowodowane charakterem reakcji, opieraja-
cym si¢ na redukeji wybranych czasteczek oraz wykryciu jedynie mechanizmu SET
dzialania przeciwutleniajacego. Metody DPPH i ABTS wykorzystuja reakcje rodni-
kowe, przy zastosowaniu zaréwno mechanizmu SET jak i HAT. Poza tym wartos¢
pH reakcji FRAP réwna 3,6 nie jest podobna do pH fizjologicznego i znaczaco rézni
sie od pozostalych metod.
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Badanie kwasu p-kumarowego wraz z kwasem L-askorbinowym, za pomocg
metody ABTS, DPPH oraz FRAP opisywane jest jako antagonistyczne. Moze to by¢
spowodowane utlenianiem kwasu askorbinowego [30]. Natomiast wyniki uzyskane
metoda z odczynnikiem Folin-Ciocalteu sugerujg efekt synergistyczny.

Kwas chlorogenowy w dwuskladnikowej mieszaninie z kwasem askorbinowym
przy uzyciu metod ABTS oraz Folin-Ciocalteu wykazuje dziatanie synergistyczne.
Jednak, gdy zastosowano metode z wykorzystaniem rodnika DPPH, to efekt byt
addytywny, a wyniki metody FRAP wskazuja na dziatanie antagonistyczne poda-
nych zwigzkow. Kwas chlorogenowy jest estrem kwasu (-) — chinowego i kawowego,
do ktdérego wykazuje podobienstwo w metodzie FRAP, Folin-Ciocalteu oraz ABTS.
Motzliwe, ze ze wzgledu na przeszkodeg steryczna podczas badania DPPH, mieszani-
na wykazywala efekt addytywny.

Dzialanie mieszaniny epikatechiny i kwasu L-askorbinowego przy zastosowaniu
metod ABTS, FRAP oraz Folin-Ciocalteu bylo addytywne, co jest zgodne z literatu-
ra [28]. Jednak przy zastosowaniu metody DPPH wystepowal efekt antagonistyczny.
Eskuletyna z kwasem L-askorbinowym przy uzyciu testow DPPH, ABTS oraz FRAP
wskazywaly na oddzialywanie antagonistyczne obu skladnikow. Jednak w metodzie
Folin-Ciocalteu byl (stwierdzono) to efekt addytywny.

Podsumowanie

Interakcje migdzy kwasem L-askorbinowym i wybranymi flawonoidami wplywaja
na ich wlasciwosci antyoksydacyjne. W zalezno$ci od zastosowanej metody stwier-
dzono w niektorych przypadkach zaréwno efekt synergistyczny jak i antagonistycz-
ny. Réznice w wynikach pomiedzy podanymi testami moga wynikac z niejednolite-
go $rodowiska (wodne, etanolowe), pH, rodzaju reakeji (rodnikowy — ABTS, DPPH
lub redoks — FRAP oraz Folin-Ciocalteu) czy wykrywanego mechanizmu HAT lub
SET. Dzigki wiedzy na temat mozliwych interakcji pomiedzy zwigzkami o dzialaniu
antyoksydacyjnym mozna zoptymalizowa¢ produkcje kosmetykow, suplementow
diety oraz produktéw leczniczych. Jesli skladniki wykazujg razem dzialanie syner-
gistyczne, potrzebujemy mniejszej ich ilosci, aby stworzy¢ produkt handlowy o bar-
dzo dobrych wilasciwosciach przeciwrodnikowych przy niskich kosztach produkcji.
Na podstawie wynikéw powyzszych badan, mozna stwierdzi¢ wpltyw srodowiska
czy charakteru reakcji na wlasciwosci przeciwutleniajace.
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Streszczenie

W ostatnich latach zwigzki o wlasciwosciach antyoksydacyjnych wystepujace
w roélinach - ze wzgledu na ich zdolnos¢ neutralizacji wolnych rodnikéw - cie-
sza si¢ duzym zainteresowaniem naukowcow. Zaklada sig, ze wolne rodniki moga
uczestniczy¢ w powstawaniu wielu choréb, zwlaszcza cywilizacyjnych, ktérych
liczba drastycznie ro$nie. Mszaki stanowig wcigz stabo przebadang grupe roslin,
przez co s3 ciekawym obiektem badan fitochemicznych. Celem pracy byto okre-
slenie potencjalu antyoksydacyjnego ekstraktow z dwudziestu gatunkéw mchow.
Badaniom poddano ekstrakty etanolowe z gametofitofitéw dwudziestu gatunkow
mchéw. W pracy wykorzystano nastepujace metody: metode pomiaru zdolno-
$ci zmiatania syntetycznego rodnika DPPH, metod¢ pomiaru zdolnosci chelato-
wania jonow zelaza (II). Na podstawie wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem
powyzszych metod mozna stwierdzi¢, ze ekstrakty ze wszystkich gatunkow uzy-
tych w badaniach wykazuja zdolnos$¢ zmiatania wolnych rodnikow oraz zdolnos¢
do wigzania jonow zelaza (II). Najnizsza aktywnos¢ antyoksydacyjna w probach
z wykorzystaniem metody zmiatania syntetycznego rodnika DPPH wykazaly eks-
trakty z gatunkoéw: Polustriella commutata (IC_ = 264,52 mg/ml), Sphanum fim-
briatum (IC_ = 154,66 mg/ml) oraz Pleurozium schreberi (IC_ = 126,81 mg/ml).
Najwyzsza zdolnos¢ chelatacji jonow zelaza wykazuja ekstrakty: Hypnum cupres-
siforme (IC_,= 0,32 mg/ml) oraz Rhytidiadelphus triquetrus (IC_ = 0,50 mg/ml).
Przeprowadzone badania wykazaly potencjal antyoksydacyjny 20 gatunkow
mchow. Najwyzszy potencjal neutralizacji wolnego rodnika DPPH wykazaly
mchy z rodziny Polytrichopsida.
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