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Streszczenie

Stres oksydacyjny jest jedng z przyczyn przeciazenia i nieskutecznosci dzialania
systemu obronnego organizmu. Czynnikiem aktywujgcym stres oksydacyjny sa
rodniki. Wazng rol¢ w zmniejszeniu uszkodzen spowodowanych reaktywnoscia
rodnikéw pelnig antyoksydanty zywieniowe, ktorych dostarczanie ma charakter
prewencyjny, opozniajac proces utleniania. Przykltadami surowcéw zawierajacych
duze ilosci antyoksydantéw s3 owoce jagodowe, w tym aronii i bzu czarnego. Na-
tomiast kwiaty aronii, porzeczki czarnej oraz porzeczki czerwonej nie byly do tej
pory powszechnym materialem badawczym. Oznaczenia polifenoli ogétem (TP)
metodg Folina-Ciocalteu oraz zastosowanie testow FRAP, ABTS*, DPPH i ORAC,
wykonanych dla ekstraktow wodnych otrzymanych z kwiatéw aronii, porzecz-
ki czarnej i czerwonej oraz czarnego bzu pozwolily na okreélenie ich aktywnosci
przeciwutleniajacej. Sposrod badanych ekstraktow z liofilizatow kwiatéw najwigk-
szg aktywnos$¢ antyoksydacyjna wykazuje aronia, mniejszg — porzeczka czarna,
jeszcze mniejszg — bez czarny, a najmniejsza - porzeczka czerwona. Na postawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze istnieje korelacja pomiedzy zawartoscig zwiaz-
kéw polifenolowych a aktywnoécig antyoksydacyjna. Wyniki sg istotne ze wzgledu
na mozliwosci wykorzystania kwiatéw jako zrodla polifenoli i innych naturalnych
antyoksydantow.
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Summary

The oxidative stress is one of the causes of overload and ineffectiveness of the body’s
defense system. The factor that activates oxidative stress are radicals. An important
role in reducing damage caused by the reactivity of radicals is played by dietary an-
tioxidants, the supply of which is preventive, delaying the oxidation process. Exam-
ples of raw materials containing large amounts of antioxidants are the berry fru-
its, including chokeberry (or simply aronia) and elderberry. However, chokeberry,
black currant and red currant flowers have not been a common research material so
far. The aim of the study was to analyze the antioxidant properties of water extracts
obtained from chokeberry, black currant, red currant and elderberry flowers by de-
termining the total polyphenol content (TP) using the Folin-Ciocalteu method and
the FRAP, DPPH, ORAC, and ABTS" tests. Antioxidant properties of the extracts of
liophylized flowers decrease in the order: aronia > black current > elderberry > red
currant. According to our results, there is a relationship between total polyphenolics
content and antioxidant activity of the extracts. These results are important from
the perspective of utilization of berry flowers, which might be potential sources of
phenolics and other natural antioxidants.

Wstep

Stres oksydacyjny jest jedna z przyczyn przeciazenia i nieskutecznosci w dziala-
niu systemu obronnego organizmu. Czynnikiem aktywujgcym stres oksydacyjny sa
rodniki, ktdre sg bardzo reaktywne i powoduja liczne uszkodzenia lipidow, bialek
czy DNA, co przyczynia si¢ do powstawania zespolow chorobowych - choréb cy-
wilizacyjnych. Zrédlem reaktywnych form tlenu (RFT) (z ang. reactive oxygen spe-
cies, ROS) sa nie tylko zjawiska atmosferyczne czy przemysl, ale takze podstawowe
procesy fizjologiczne, np. oddychanie komérkowe. RFT s3 naturalnymi produktami
metabolizmu, jednak w przypadku gdy ich liczba znacznie wzrosnie, dochodzi do
niszczenia struktur komoérkowych, a co za tym idzie - powstawania patologii i roz-
woju schorzen, czgsto o charakterze przewleklym.

Organizm czlowieka posiada system ochronny, ktéry stanowiag antyoksydan-
ty endogenne neutralizujace reaktywne formy tlenu. Wazna role w zmniejszeniu
uszkodzen spowodowanych utlenianiem pelnig takze antyoksydanty zywieniowe,
ktorych dostarczanie ma charakter prewencyjny. Juz nawet w niewielkich steze-
niach zwigzki te chronig lub znacznie op6zniaja proces utleniania. Sa to substancje
roélinne o réznej budowie chemicznej. Jednym z gléwnych Zrédet przeciwutlenia-
czy w diecie sg owoce. Ponadto inne czesci roslin, takie jak kwiaty, liscie i kora, po-
wszechnie stosowane w medycynie tradycyjnej, takze sa bogate w skfadniki o dzia-
taniu przeciwutleniajacym [1-4].
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Od wiekdw roéliny stanowity dla ludzi jedno z najwazniejszych zrédet substancji
o charakterze leczniczym. Byly one wykorzystywane w celu leczenia choréb, usmie-
rzania bolu czy zapobiegania réznym dolegliwosciom. Poza lekami rodlinnymi sto-
sowane byly takze leki pochodzenia mineralnego oraz zwierzgcego. Leki roélinne
wciaz zajmuja wazne miejsce wsrod lekéw ujetych w oficjalnym wykazie lekéw. Na
rynku zachodnim okolo 35% lekéw jest pochodzenia roslinnego [5], ale zaledwie
0,1% substancji rodlinnych jest wykorzystywana do uzyskania lekow, czyli pochodzi
z dobrze poznanych i zbadanych gatunkéw roélin. Dlatego tez preparaty roslinne sa
postrzegane jako nieograniczony material do badan [6].

Poszerzanie wiedzy o szkodliwosci wolnych rodnikéw sktania do poszukiwa-
nia substancji mogacych wspoméc naturalng obrong antyoksydacyjng organizmu.
Z tego wzgledu jednym z wiodacych kierunkéw badan surowcow roélinnych jest
ich analiza pod katem wtasciwo$ci antyoksydacyjnych. Badane sa te z nich, ktére od
dawna sg stosowane w ziololecznictwie i medycynie naturalnej, jak i te wykorzysty-
wane we wspolczesnej fitoterapii. Poszukiwane sa takze nowe surowce, potencjal-
nie stanowiace wydajniejsze zrodlo naturalnych antyoksydantéw, w tym polifenoli,
mogace znalez¢ zastosowanie przy produkeji preparatow leczniczych, suplementow
diety czy kosmetykéw o wlasciwosciach przeciwutleniajacych [3].

Przykladami surowcow zawierajacych duze ilo$ci antyoksydantow sg owoce ro-
$lin jagodowych, w tym aronii i bzu czarnego. Ciesza si¢ one ogromnym zaintereso-
waniem, o czym moga $wiadczy¢ liczne publikacje na ich temat. Natomiast kwiaty
aronii, porzeczki czarnej oraz porzeczki czerwonej nie byly do tej pory dokladnie
zbadane. Nadal nie poznano w petni ich skfadu ani profilu substancji odpowiedzial-
nych za dzialanie biologiczne, w tym dzialanie przeciwrodnikowe. Wiadomo na-
tomiast, ze tak jak wiekszo$¢ kwiatéw zawieraja one znaczne ilosci flawonoidow,
substancji szeroko wykorzystywanych zaréwno w lecznictwie, jak i w kosmetologii.
Moga by¢ one stosowane jako czyste, wyselekcjonowane substancje, ale takze jako
caly zespot zwigzkow w ekstraktach standaryzowanych. Ponadto ze wzgledu na sy-
nergie¢ dzialania poszczegolnych sktadnikéw wyciagi mogg wykazywac wigkszg ak-
tywnos¢ niz wyizolowany pojedynczy zwigzek. Poniewaz poznano juz sklad i profil
substancji odpowiedzialnych za wlasciwosci kwiatéw bzu czarnego, postuzyty one
w badaniach jako odniesienie [1, 7, 8].

Celem pracy bylo okreslenie potencjatu antyoksydacyjnego ekstraktéw wodnych
otrzymanych z kwiatow aronii, porzeczki czarnej i czerwonej oraz czarnego bzu po-
przez oznaczenie zawartosci polifenoli ogétem metodg Folina-Ciocalteu (TP) oraz
zastosowanie testu FRAP, ABTS*, DPPH oraz ORAC.
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Materiat i metody

Material do badan stanowily ekstrakty z kwiatow krzewéw owocowych, nalezacych
do roslin jagodowych:

* czarnego bzu (Sambucus nigra),

* aronii (Aronia melanocarpa),

* czarnej porzeczki (Ribes nigrumy),

* czerwonej porzeczki (Ribes rubrum).

Material w postaci kwiatow zostal zebrany w okresie kwitnienia (czyli od
kwietnia do poczatku lipca), zamrozony, a nast¢gpnie poddany procesowi liofiliza-
cji (liofilizator Christ Alpha 1-4 LSC basic / 2-4 LSC basic, czas trwania procesu
- 48 godzin). Probki liofilizowano w temp. -25°C przy prézni 0,63 mBar. Liofi-
lizaty zostaly przeniesione do mlynka laboratoryjnego i zmielone (2x15 s). Tak
przygotowane probki przechowywane byly w eksykatorze ze $rodkiem zabezpie-
czajacym przed wilgocia.

Przygotowanie ekstraktow
Do kolbki o pojemnosci 200 ml odwazono 1 g rozdrobnionego liofilizatu i zalano
100 ml goracej wody destylowanej (temp. 99°C). Nastepnie kolbki umieszczono
w lazni wodnej (100°C) na 30 min. Po tym czasie mieszane byly na mieszadle
magnetycznym przez 30 min. W kolejnym kroku prébki zostaly przesaczone pod
zmniejszonym ci$nieniem przez lejek Schotta zaopatrzony w saczek bibulowy.
Objetos¢ otrzymanego przesgczu zostala zanotowana, a nastgpnie odparowa-
no go do sucha przy uzyciu wyparki prézniowej Heidolph (temp. 40°C, obroty
60 rpm/min).

Do czasu analizy odparowane ekstrakty przechowywano w zamrazarce, a do
analiz rozpuszczano je w wodzie Millipore o objetosci 10 ml. Podzial ekstraktow
i ich numeracje stosowane w opisie przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Numeracja ekstraktow zastosowana do badanych probek w pracy.
Table 1. The numbering of extracts applied to the tested samples in the work.

Numer prébki Wodne ekstrakty z kwiatéw
1 czarny bez
2 aronia
3 czerwona porzeczka
4 czarna porzeczka

Zrédto: badanie wlasne.
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Oznaczanie alktywnosci przeciwutleniajacej
Oznaczanie calkowitej aktywnosci przeciwutleniajgcej w warunkach in vitro
wykorzystuje zdolno$¢ antyoksydantéw do dezaktywacji wolnych rodnikow.
W przeprowadzonych badaniach stosowane byly metody wykorzystujace zaréw-
no mechanizm HAT (ang. hydrogen atom transfer), jak i SET (ang. single elektron
transfer). Do metod z zastosowaniem mechanizmu HAT (polegajacego na prze-
niesieniu pojedynczego elektronu) zaliczamy metod¢ FRAP oraz z wykorzysta-
niem testow DPPH i ABTS.

Test ORAC jest metoda, w ktorej wykorzystywany jest mechanizm HAT (pole-
gajacy na przeniesienia atomu wodoru) [3].

Oznaczanie zwigzkéw polifenolowych ogétem metodg spektroskopowg
z odczynnikiem Folina-Ciocalteu (F-C)

Oznaczenie wykonano metoda Folina-Ciocalteu z malymi modyfikacjami przy
uzyciu spektrofotometru UV-Vis Evolution 60. Podstawg oznaczania jest od-
wracalna reakcja redukcji zwigzkéw fenolowych, zachodzaca w alkalicznym
$rodowisku molibdenianu (VI) sodu, bedacego sktadnikiem odczynnika Foli-
na-Ciocalteu (F-C). Maksimum absorpcji zwigzku powstalego na skutek reakeji
redoks wystepuje przy diugosci fali 765 nm. Do sporzadzenia krzywej wzorco-
wej wykorzystano standardowo wodny roztwor wyjsciowy kwasu galusowego
o stezeniu 0,5 g/100 ml.

Obliczenia zostaly wykonane na podstawie rownania otrzymanego dla krzy-
wej wzorcowej wykonanej dla kwasu galusowego (réwnanie: y = 0,0009x + 0,0164,
gdzie, y — oznacza absorbancje¢ probki, zas x — stezenie kwasu galusowego [mg/1].
Wspolczynnik determinacji 0,99. W kazdej probie wykonano pomiar trzykrotnie.

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej metodg FRAP
(z ang. the ferric reducing ability of plasma; ferric reducing antioxidant power)

Metoda FRAP pozwala na oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej z zastosowa-
niem mechanizmu SET. Polega ona na bezposrednim okresleniu redukcyjnych
zdolno$ci mieszaniny substancji poprzez redukcje jonow zelaza. W wyniku reakcji
zbezbarwnego odczynnika powstaje niebieski produkt wykazujacy maksimum ab-
sorpcji przy diugoéci fali 593 nm [3].

Pomiar wykonano z uzyciem spektrofotometru UV-Vis Evolution 60. Do spo-
rzadzenia krzywej wzorcowej uzyty zostal wzorcowy roztwér siarczanu (VI) zelaza
(II). Rownanie krzywej wzorcowej (zaleznos¢ absorbancji (593 nm) od stezenia
FeSO, umol/L) to réwnanie liniowe: y = 0,0011x - 0,0852 gdzie y — absorbancja
(przy dlugosci fali 593 nm), x — stezenie FeSO, (umol/L).
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Oznaczanie aktywnosci antyoksydacyjnej z zastosowaniem rodnika ABTS*
[2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)]

Metoda ta polega na okresleniu stopnia zmiatania rodnikow ABTS powstalych
uprzednio w wyniku reakcji chemicznych. Rodniki te maja barwe niebieskozielo-
ng, a na skutek aktywnosci antyoksydantéw dochodzi do redukeji kationorodnika
i roztwdr si¢ odbarwia [3, 9]. Badanie polega na pomiarze spadku intensywnosci
barwy przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis. Pomiar absorbancji wykonywany byt
przy dlugosci fali 734 nm, dokladnie w 6. minucie od momentu wprowadzenia
roztworu ABTS do badanej probki. Jako odnosnik zastosowany byt czysty metanol.
Krzywa wzorcowa sporzadzono, wykorzystujgc roztwdr wzorcowy troloksu kwas
6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy w ilosci 13 mg troloksu
(TE) w 50 ml metanolu. Réwnanie krzywej wzorcowej wykorzystane do obliczen
ma postac: y = -0,0042x + 0,644, gdzie y — absorbancja (przy dlugosci fali 734 nm),
x — stezenie TE (umol/L).

Oznaczanie catkowitej aktywnosci przeciwutleniajgcej z wykorzystaniem testu
z rodnikiem DPPH

Pomiar wykonywany byl z wykorzystaniem metody spektroskopii paramagne-
tycznego rezonansu jadrowego (EPR) z uzyciem spektrometru MiniScope MS200.
Roztwor rodnika o stezeniu 12,5 mg/50 ml zostat rozcieiczony metanolem i pozo-
stawiony na 24 godziny w lodéwce. Kolbka zostala zabezpieczona przed §wiattem
folig aluminiowg. Naste¢pnie ustalone zostaly proporcje zmieszania roztworu DPPH
z analitem i po 30 min wykonano pomiary. Pierwsze widmo zarejestrowano dla
roztworu rodnika (wzorca), a nastepnie dla wszystkich probek. Przykladowy zestaw
widm dla roztworu wyjsciowego DPPH i probki przedstawiono na Rycinie 1.
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Rycina 1. Widma EPR dla rodnika DPPH.
Figure 1. EPR spectra of free radicals DPPH.

Zrodlo: badanie wlasne.

100



Potencjat antyoksydacyjny wodnych ekstraktow z kwiatéw roslin jogodowych

Oznaczanie catkowitej aktywnosci przeciwutleniajgcej z wykorzystaniem
testu ORAC

Pomiar wykonywany byl z wykorzystaniem fluorymetru, mierzacego spadek inten-
sywnosci fluorescencji. Do sporzadzenia krzywej wzorcowej uzyto roztworu wzor-
cowego troloksu w ilo$ci 25 mg TE, ktory rozpuszczono w buforze PBS (roztwér soli
fizjologicznej, ang. Phosphate-buffered saline) o pH = 7,4). Wyznaczone réwnanie
z krzywej wzorcowej to to: y = 0,2022 + 1,0102, przy R = 0,99.

Whyniki i dyskusja

Ekstrakty pochodzenia roslinnego sg bogatym zrédlem bioaktywnych, czesto uni-
kalnych kompozycji sktadnikéw o wlasciwosciach przeciwutleniaczy. Sg to zwiaz-
ki majace zastosowanie zaréwno w lecznictwie (w profilaktyce i wspomaganiu
leczenia), kosmetologii, jak i w przemysle spozywczym. Ze wzgledu na synergizm
dziatania skladnikéw wystepujacych w ekstraktach moga one cechowac sie lep-
szymi wlasciwos$ciami, w tym antyoksydacyjnymi, niz wyizolowane pojedyncze
substancje.

Zrodtem tych skladnikéw sa poszczegolne czedci roslin: owoce, korzenie, klacza,
kora a takze kwiaty. W kwiatach roslin jagodowych najliczniej wystepujacymi polife-
nolami sg flawonoidy. Jednak ich aktywnoé¢ antyoksydacyjna nie moze by¢ bezpo-
$rednio poréwnana z aktywnoécia, jaka wykazuja rozwijajace sie z nich owoce. Jest to
spowodowane obecnoscig w owocach zwiazkow polifenolowych o charakterze barw-
nikéw — antocyjanéw. Wykazano, ze obecno$¢ duzej ilosci tych zwigzkow wiaze si¢ ze
szczegolnie silnymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi ciemnych jagod.

Zawarto$¢ antocyjanéw w kwiatach jest znikoma [10], jednakze zawieraja one
inne flawonoidy posiadajace takie silne wlasciwosci przeciwutleniajace, co daje
mozliwo$¢ pozyskania nowego surowca roélinnego. Moga by¢ one wykorzystywane
w podobnych wskazaniach jak kwiaty zawierajace znaczne ilosci polifenoli (glog,
lipa, bez czarny), chociazby jako herbaty ziolowe, wskazane przy narazeniu na chro-
niczny stres, preparaty napotne i moczopgdne czy jako sktadniki kosmetykéw na-
turalnych [7, 11, 12].

Oznaczenie calkowitej zawartosci polifenoli wykonano metodg Folina-Ciocal-
teu. Uzyskane wyniki zostaly wyrazone w miligramach kwasu galusowego na 1 g
ekstraktu (Rycina 2).
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Rycina 2. Calkowita zawartos¢ polifenoli (TP) w wodnych ekstraktach, gdzie: 1 - bez czarny, 2 - aro-
nia, 3 - porzeczka czerwona, 4 — porzeczka czarna.

Figure 2. Total content of polyphenols (TP) in aqueous extracts, where: 1 — elderberry, 2 - cho-
keberry, 3 - redcurrant, 4 — blackcurrant.

r s

Zawarto$¢ polifenoli [mg GAE/g s.m.]

Zrédlo: badanie wlasne.

Stwierdzono, ze najwigcej polifenoli ogélem wystepuje w ekstraktach wodnych
z kwiatéw aronii (prébka 2), prawie 80 mg/g suchej masy, wiecej niz w kwiatach
czarnego bzu. Wedlug Kolodziej i Drozdzal [1], ekstrakt wodny z kwiatéw bzu czar-
nego zebranych na terenie Podlasia zawierat duzo polifenoli, bo az 53,33 mg w prze-
liczeniu na gram suchej masy. Jednak warto$¢ ta moze dotyczy¢ zaréwno suchej
masy kwiatow, jak i suchej masy ekstraktu. Ponadto dane z pismiennictwa odnosza
si¢ do innego sposobu suszenia kwiatow (material suszono w temp. 45°C i mielo-
no z uzyciem mtynka IKA M20 (Labart), nie liofilizowano), a takze innej metody
otrzymania ekstraktow (wodna ekstrakcja przy uzyciu ekstraktora mikrofalowego
MARS 5 firmy Varian) [1].

Wedlug Kolodziej i Drozdzal [1], ekstrakty z owocow bzu charakteryzowaly sie
mniejsza zawartoscia polifenoli niz ekstrakty z kwiatéw. W przypadku ekstraktu
wodnego z owocow bzu czarnego zawarto$¢ polifenoli wynosita 35,73 mg/g s.m.
Ekstrakty wodne z owocow aronii zawieraly 19,77 mg GAE/g surowca, co stanowilo
w przyblizeniu tylko 25% zawartoéci zwiazkow polifenolowych w stosunku do eks-
traktu z kwiatow aronii. Podobnie bylo w przypadku ekstraktu z owocéw porzeczki
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czarnej, w ktorym zawarto$¢ polifenoli ogétem [13] byta nieco wigksza i wynosila
30,91 mg/g, co stanowilo okolo 50% zawartosci polifenoli ogélem w odniesieniu do
uzyskanego w pracy wyniku ekstraktu z kwiatéw porzeczki czarne;.

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej metodg FRAP w ekstraktach wodnych
w przeliczeniu na 1 g s.m. wraz z odchyleniami standardowymi przedstawiono na
Rycinie 3.
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Rycina 3. Zdolnos¢ redukeji jondw zelaza FRAP wodnych ekstraktow z liofilizowanych kwiatéw
bzu czarnego (1), aronii (2) oraz porzeczki czerwonej (3) i czarnej (4).

Figure 3. The ability to reduce FRAP iron ions of water extracts from freeze-dried flowers of
elderberry (1), chokeberry (2), red currant (3) and black currant (4).

Zrédlo: badanie wlasne.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze istnialy réznice we wlasciwosciach prze-
ciwutleniajacych miedzy ekstraktami, co prawdopodobnie jest spowodowane zroz-
nicowanym skladem poszczegdlnych ekstraktow i rozng ich trwaloécia (rozpusz-
czalnik stanowila woda). Przyczyna tego moze by¢ takze rozklad przeciwutleniaczy
w czasie przechowywania. Niemniej jednak najsilniejszg aktywnos¢ antyoksydacyj-
ng zachowal ekstrakt z kwiatow aronii. Znacznie slabszg aktywnos¢ wykazywaly
pozostale ekstrakty. W przypadku metody FRAP mozna zauwazyc, ze dla pozo-
stalych ekstraktow, to znaczy z kwiatow bzu czarnego oraz czerwonej i czarnej po-
rzeczki, wartosci byly zblizone.

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna uzyskana metoda FRAP ekstraktu wodnego
z kwiatow bzu jest nizsza w poréwnaniu z wynikami, ktére otrzymali Kolodziej
i wsp. [1]. Przyczyna tego moze by¢ zaréwno inny sposob suszenia kwiatow, jak
i odmienna metoda przygotowania ekstraktéw. Poréwnujgc natomiast wyniki
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uzyskane dla ekstraktow z kwiatow bzu czarnego z aktywnos$cia przeciwutleniajaca
ekstraktow z owocéw podang w literaturze (232,4 uM FeSO /g s.m.) [1], mozna wy-
wnioskowac, ze kwiaty charakteryzuja si¢ wieksza iloscig substancji o charakterze
antyoksydacyjnym niz rozwijajace si¢ z nich owoce.

Test z wykorzystaniem rodnika ABTS okreéla zdolnos$¢ antyoksydacyjna po-
przez poréwnanie zmian absorbancji badanej probki z wartoscig zmiany absor-
bangji roztworu wzorcowego troloksu (TE) z wykorzystaniem spektrofotometru
UV-Vis. Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem testu ABTS
w ekstraktach wodnych w przeliczeniu na 1 g suchej masy przedstawiono na wy-
kresie (Rycinie 4).
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Rycina 4. Zdolno$¢ redukcji rodnika ABTS wodnych ekstraktow z liofilizowanych kwiatow bzu
czarnego (1), aronii (2) oraz porzeczki czerwonej (3) i czarnej (4).

Figure 4. The ability to reduce the ABTS radical of water extracts from freeze-dried flowers of
elderberry (1), chokeberry (2), red currant (3) and black currant (4).

Zrédlo: badanie wlasne.

ABTS [uM TE/g s.m.]

Ekstrakt wodny z kwiatow porzeczki czarnej (probka 4) wykazywal najwigksza
zdolno$¢ redukowania rodnika ABTS. Interesujace sa rowniez wyniki uzyskane dla
ekstraktow wodnych z kwiatéw czerwonej porzeczki, w ktérych zdolnos¢ do zmia-
tania rodnika ABTS byta poréwnywalna do wiasciwosci przeciwutleniajacych uzy-
skanych dla ekstraktéw z aronii. W przypadku testu ABTS* ekstrakt z kwiatéw bzu
czarnego cechuje si¢ najstabszg aktywnoscia przeciwutleniajaca (Rycina 4). Zastana-
wiajaca jest wysoka warto$¢ uzyskana dla ekstraktow z kwiatéw porzeczki czerwo-
nej i czarnej. By¢ moze metoda ta wykazuje czulos¢ na obecno$¢ zwiazkow znajdu-
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jacych sie w najwigkszych ilo$ciach w porzeczkach, ktérych ilos¢ jest znikoma
w pozostalych gatunkach kwiatéw. Ponadto wedlug K. Thaipong i wsp. [14] wy-
nik testu z wykorzystaniem rodnika ABTS jest w duzej mierze zalezny od czasu,
zarowno przechowywania roztworu roboczego, jak i reakeji z probka, co deter-
minuje otrzymane wyniki. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze stabilnosé
niektorych ekstraktow (dwoch) jest zmienna, a trwalos$¢ pozostalych rézni sie
w niewielkim stopniu.

Poréwnujac wyniki testu ABTS uzyskane dla ekstraktow z kwiatéw z wynikami
przedstawionymi przez A. Kucharska i wsp. [13] dla ekstraktéw z owocoéw aronii
i porzeczki czarnej, takze mozna zauwazy¢ przewage tych pierwszych. W ekstrak-
tach z owocéw aronii otrzymano wartos¢ 143,4 uM troloksu (TE) w przeliczeniu na
1 g probki, natomiast w ekstrakcie z owocow porzeczki czerwonej 144,4 uM TE/g,
co stanowi odpowiednio 80 i 56% warto$ci uzyskanych w ekstraktach z kwiatow.

Koleja z metod stuzacych do oznaczenia wlasciwosci antyoksydacyjnych sa
badania z wykorzystaniem elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR).
Przy uzyciu tej metody okreslana jest zdolnos¢ ekstraktéw do wymiatania rodnika
DPPH. Wyniki oznaczenia wlasciwosci antyoksydacyjnych z wykorzystaniem rod-
nika DPPH w ekstraktach w przeliczeniu na 1 g suchej masy ekstraktu przedstawio-
no na Rycinie 5.
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Rycina 5. Zdolno$¢ redukeji rodnika DPPH dla ekstraktéw wodnych, gdzie: 1 - bez czarny,
2 - aronia, 3 - porzeczka czerwona, 4 - porzeczka czarna.

Figure 5. The ability to reduce the DPPH radical of water extracts, where: 1 - elderberry, 2 - cho-
keberry, 3 - redcurrant, 4 - blackcurrant.

Zrédlo: badanie wlasne.
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Najwieksza zdolnoscig do zmiatania rodnikéw DPPH charakteryzowat si¢ wod-
ny ekstrakt z kwiatéw aronii. Ekstrakt z porzeczki czarnej wykazuje o 35% mniej-
sze zdolnosci zmiatania rodnika DPPH od ekstraktu z kwiatéw aronii. Pozostale
ekstrakty cechujg sie zblizong aktywnoscig antyoksydacyjna. Najmniejsza zdolnos¢,
$rednio o 75% mniejszg w poréwnaniu do wynikéw kwiatéw aronii, wykryto w eks-
traktach z kwiatoéw bzu czarnego.

Istota tej metody jest pomiar spadku fluorescencji na skutek rozktadu fluoresce-
iny, poprzez indukowane termicznie rodniki nadtlenkowe. Proces ten jest spowal-
niany poprzez antyoksydanty obecne w badanej probce. Pomiary zostaly wykonane
we wszystkich sporzadzonych ekstraktach, w kazdym w trzech réznych rozciericze-
niach, w czterech powtdrzeniach.

Otrzymane wyniki wraz z wyliczonymi odchyleniami standardowymi przedsta-
wiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci aktywnoéci antyoksydacyjnej czterech ekstraktéow wodnych metodg ORAC,
gdzie: 1 - bez czarny, 2 - aronia, 3 - porzeczka czerwona, 4 — porzeczka czarna.

Table 2. The values for four aqueous extracts using the ORAC method, where: 1 - elderberry,
2 — aronia, 3 - redcurrant, 4 — blackcurrant.

Numer probki ORAC [mM TE/ g s.m.] + SD Rozcieﬁczelr;_i EI_I:::Z?E do analicy
1 0,75+ 0,01 100
2 1,09 £ 0,00 200
3 0,52 £ 0,01 100
4 0,95+ 0,03 200

Zrédlo: badanie wlasne.

Najsilniejszymi zdolnosciami antyoksydacyjnymi charakteryzowal si¢ ekstrakt
wodny z kwiatéw aronii. Silng aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazywat takze eks-
trakt 4 (z kwiatdw czarnej porzeczki), troch¢ mniejsza (o okoto 20%) ekstrakt wod-
ny z kwiatéw bzu czarnego. Natomiast najstabszg aktywnoscig cechowala si¢ po-
rzeczka czerwona, co zostalo uprzednio wykazane takze za pomoca testu DPPH
oraz metody FRAP.

Uzyskana tendencja jest zgodna z danymi literaturowymi [14], ktore wskazuja
na istnienie korelacji migdzy aktywnoscia antyoksydacyjng uzyskana za pomoca
testow FRAP i ORAC (Rycina 6). Co wigcej, metoda ORAC moze by¢ uwaza-
na za jedna z istotniejszych, nie tylko ze wzgledu na wysoka czulo$¢, ale takze
z powodu wykorzystywania biologicznie istotnego zrédla rodnikéw - rodnika
nadtlenkowego [15].
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Rycina 6. Test ORAC ekstraktoéw wodnych, gdzie: 1 - bez czarny, 2 - aronia, 3 - porzeczka czer-
wona, 4 - porzeczka czarna.

Figure 6. ORAC test for water extracts, where: 1 — elderberry, 2 - aronia, 3 - redcurrant, 4 -
blackcurrant

Zrédto: badanie wlasne.

W opinii X. Wu i wsp. [16] ekstrakty z owocéw charakteryzuja si¢ znacznie stab-
szymi wlaciwoéciami antyoksydacyjnymi. Wedlug tych autoréw najsilniejsza ak-
tywno$¢ antyoksydacyjng wykazywat ekstrakt z owocéw aronii, ktéry byt 6-krotnie
stabszy w poréwnaniu do ekstraktu z kwiatow aronii. Aktywno$¢ przeciwutleniajg-
ca ekstraktu z porzeczki czarnej wynosila 0,10 mM TE/g i jest slabsza od aktywno-
$ci ekstraktu z owocdw bzu czarnego (1,5 mM TE/g).

Interesujgce jest, jak wyniki dotyczace zawartosci poszczegolnych grup zwigz-
kéw aktywnych korelujg z wynikami testéw antyoksydacyjnych. Przedstawione
wyniki obliczen (Rycina 7 - a, b i ¢) wskazujg na istnienie korelacji pomiedzy cal-
kowitg zawartoscig polifenoli a testami okreslajagcymi aktywnos¢ antyoksydacyjng.
Najsilniejsze (wedlug wartosci wspolczynnika R?) uzyskano dla zaleznosci migdzy
catkowitg zawartoscig polifenoli a testem FRAP. Sugeruje to, iz test FRAP w przy-
padku ekstraktow wodnych z kwiatéow krzewow jagodowych najlepiej odzwiercie-
dlat aktywnos¢ antyoksydacyjng tych zwigzkéw. Wysoka wartos¢ R? wykazano tak-
ze dla zaleznosci migdzy zawartoscia polifenoli a testem ORAC, co takze wskazuje
na przydatnoé¢ tej metody w okreslaniu wlasciwosci antyoksydacyjnych zwiazkéw
o charakterze fenolowym. Ponadto zostala takze wykazana silna korelacja pomig-
dzy testami - w szczegélnosci pomiedzy testem FRAP a testem z wykorzystaniem
rodnika DPPH. Podobne korelacje uzyskano dla ekstraktéw z owocow jagodowych
pomiedzy wynikami testow FRAP, DPPH i ORAC [14].
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Podsumowujgc wszystkie testy, ktére wykorzystano do oznaczenia wiasciwo-
$ci antyoksydacyjnych badanych ekstraktow, stwierdzono, ze najsilniejszymi wia-
$ciwoéciami antyoksydacyjnymi charakteryzowaly si¢ ekstrakty z liofilizowanych
kwiatow aronii. Nieco mniejsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng wykazywaly ekstrakty
z kwiatow porzeczki czarnej. Natomiast najstabsze wyniki otrzymano w przypadku
ekstraktow z kwiatoéw bzu czarnego i porzeczki czerwone;j.
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Rycina 7. Zestaw korelacji: A. miedzy calkowita zawartoscia polifenoli a testem FRAP, B. miedzy
calkowitg zawartoscia polifenoli a testem ORAC oraz C. migdzy testem FRAP a testem DPPH.
Figure 7. Correlation set: A. between total polyphenol content and FRAP test, B. between total
polyphenol content and ORAC test, and C. between FRAP test and DPPH test.

Zrédlo: badanie wlasne.

Na podstawie wynikéw badan potwierdzono, ze w przypadku ekstraktow z kwia-
tow krzewdw jagodowych istnieje zalezno$¢ miedzy zawartoécia zwigzkéw o cha-
rakterze polifenolowym a wlasciwosciami antyoksydacyjnymi.
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Podsumowanie

Wszystkie przebadane ekstrakty z kwiatow aronii, czarnego bzu oraz porzeczki
czarnej i czerwonej zawierajg zwiazki o charakterze polifenolowym w dos¢ znacz-
nej ilosci, zatem moga stanowic¢ zrédlo ich pozyskiwania. Najwigksza zawartoscig
zwiazkow o charakterze polifenolowym charakteryzowaly sie ekstrakty z liofiliza-
tow kwiatow aronii. Aktywnos¢ antyoksydacyjng badanych ekstraktow z liofilizatow
kwiatéw mozna uszeregowac od najwigkszej do najmniejszej nastgpujaco: aronia
> porzeczka czarna > bez czarny > porzeczka czerwona. Na postawie uzyskanych
wynikow mozna stwierdzi¢, ze istnieje korelacja pomiedzy wlasciwosciami anty-
oksydacyjnymi a zawarto$cig zwigzkéw fenolowych. Zatem aktywnos¢ przeciwu-
tleniajagca w przypadku badanych kwiatow jest $cisle zwiazana z obecnymi w nich
polifenolami. Zastosowanie wody jako ekstrahenta jest zgodne z zasadami zielonej
chemii analitycznej i jest dobrym rozwiazaniem, poniewaz jest metoda tania i nie-
toksyczna. Podobnie jak jagoda aronii nazywana jest ,,superowocem” , na podstawie
przeprowadzonych badan jej kwiaty mozna okresli¢ jako ,,superkwiaty”.
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