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WLASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE NATURALNYCH
EKSTRAKTOW POLIFENOLOWYCH Z WYBRANYCH ROSLIN
W UKLADACH MODELOWYCH

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wlasciwosci przeciwutleniajacych wybranych ekstraktow roslinnych
(dziurawca, gryki, glogu i kocanki) oraz ich waznych sktadnikéw polifenolowych w stosunku do bton
liposoméw fosfatydylocholinowych (PC) utlenianych promieniowaniem UVC. Okreslono takze wlasciwo-
$ci przeciwrodnikowe tych substancji w stosunku do wolnego rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu
(DPPH’) oraz state asocjacji z btong z zastosowaniem sondy DPH (1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu). Wyka-
zano nastepujaca relacje aktywnosci przeciwutleniajgcej ekstraktow wyrazong parametrem ICs™": glog —
kora (21,69 mg/l) > dziurawiec (25,45 mg/1) > gryka — tuski (30,33 mg/l) > glog — liscie (32,52 mg/l) >
gryka — teciny (37,47 mg/l) > kocanka (115,06 mg/l). Aktywno$¢ przeciwutleniajaca wybranych sktadni-
kow polifenolowych zmieniata si¢ natomiast w nastgpujacy sposob: kwercetyna (0,53 mg/1) > epikatechi-
na (29,19 mg/1) > kwas chlorogenowy (62,59 mg/1) > rutyna (78,97 mg/l). Dodatnia korelacja aktywnosci
przeciwutleniajacej badanych ekstraktow oraz zwigzkow fenolowych z aktywnos$cia przeciwrodnikowa
(r>0,94) wskazuje, ze mechanizm ich przeciwutleniajgcego dzialania polega na neutralizowaniu wolnych
rodnikoéw. Kwercetyna sposrod badanych flawonoidow wykazywatla najwyzsza aktywno$¢ przeciwutlenia-
jaca, wysoka aktywno$é przeciwrodnikowa (ICs,”™"™ = 2,51 mg/l) oraz wysoka stala asocjacji z blong
liposomow (K, = 11,23-10° I/mg). Mozliwos¢ glebokiego zakotwiczenia si¢ molekut kwercetyny w blonie
liposoméw fosfolipidowych ogranicza wnikanie wolnych rodnikow do wnetrza btony co wzmacnia jej
skutecznos¢ przeciwutleniajaca.
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lipidow, stata asocjacji
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Wprowadzenie

Procesy utleniania wywolane dziataniem wolnych rodnikéw powodujg w organi-
zmach, w warunkach stresu oksydacyjnego, powstawanie standéw zapalnych, bedacych
przyczyng roznych chordb oraz procesu starzenia si¢ [6, 7, 10]. Zrbwnowazona dieta
rowniez zawiera produkty bogate w wielonienasycone kwasy thuszczowe oraz chole-
sterol podlegajace utlenianiu. Proces peroksydacji lipidow obniza warto$¢ odzywcza,
a tym samym zdrowotng zywnosci [5, 39]. Koniecznym i skutecznym sposobem prze-
dhuzania trwatosci produktow zywnosciowych podlegajacych autooksydacji jest sto-
sowanie przeciwutleniaczy, w tym syntetycznych, ktére nie zawsze sg korzystne dla
organizmu cztowieka [4, 15]. Z tego wzgledu prowadzone sg intensywne badania
w poszukiwaniu skutecznych naturalnych przeciwutleniaczy, zar6wno w postaci eks-
traktow polifenolowych, jak i wysoko oczyszczonych komponentow, np. flawonoidow.
Ich funkcja jest ochrona produktow zywnosciowych o wysokiej zawartosci thuszczu
przed utlenianiem (np. mi¢so i jego produkty, wysokottuszczowe sery, wyroby cukier-
nicze).

Stosunkowo niewiele jest informacji w literaturze na temat zastosowania polife-
noli do zywnosci pochodzenia zwierzecego. Prace w tym zakresie dotycza gtownie
zastosowania zielonej herbaty oraz roslin przyprawowych (rozmarynu, tymianku, ore-
gano, szatwii) w technologii migsa [2, 11, 26, 38]. Nie ma takze zbyt wielu badan nad
sposobem aplikacji naturalnych przeciwutleniaczy polifenolowych zwigkszajacych ich
skutecznos¢, w szczegolnosci do §wiezej zywnosci zawierajacej thuszcze [20]. Badania
aktywnos$ci przeciwutleniajacej ekstraktow w warunkach in vifro prowadzone sg
w uktadach modelowych, m.in. w stosunku do lipidowych bton liposomowych utlenia-
nych réoznymi czynnikami [8, 9, 35, 36] oraz wobec wzorcowych stabilnych wolnych
rodnikéw, takich jak DPPH'[22].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wlasciwosci przeciwutleniajacych ekstrak-
tow o potencjalnym zastosowaniu w przemysle spozywczym, otrzymanych z surow-
cow uprawianych w Polsce badz dziko rosngcych, w stosunku do blon liposomoéw fos-
fatydylocholinowych, poddanych dziataniu promieniowania UVC.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowity:
—  ziele dziurawca (Hypericum perforatum L.), liscie i kora gtogu (Crataegus L..) oraz
kwiatostany kocanki (Helichrysum arenarium L. Moench), ktore pozyskano
z Ogrodu Roslin Leczniczych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu;
— teciny oraz tuski z nasion gryki (Fagophyrum esculentum Moench);
— cekstrakty z wymienionych surowcéw, otrzymane metoda opracowang w Zaktadzie
Technologii Owocow 1 Warzyw Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu [21];
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— zwiazki polifenolowe (odpowiedniki najwazniejszych sktadnikow badanych eks-
traktow): kwercetyna (3,3°,4°,5,7-penta-hydroksyflawon), rutyna (kwercetyno-3-
rutozyd), epikatechina (3,3'.4',5,7-pentoflawan) oraz kwas chlorogenowy (kwas
3-(3,4-dihydroksycynamonowy). Rutyne, kwercetyne oraz kwas chlorogenowy za-
kupiono w firmie Sigma Aldrich, Deisehoffen, natomiast epikateching w Carl Roth
GmbH, Karlsruhe.

Odczynniki: 2-difenylopikrylhydrazyl, 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien, kwas trichlo-
rooctowy (CCI;COOH, TCA), kwas tribarbiturowy (4,6-dihydroksypyrimidyn-2-tiol,
TBA) otrzymano z firmy Sigma Aldrich, Deisehoffen. Fosfatydylocholing jajeczna
(PC) zakupiono w Lipid Product. Alkohol metylowy, alkohol etylowy oraz kwas chlo-
rowodorowy otrzymano z firmy Archem, Wroctaw, natomiast tris(hydroksymetylo)-
aminometan (TRIS) pochodzit z firmy CHEMPUR, Piekary Slaskie.

W celu okreslenia prawdopodobnego mechanizmu przeciwutleniajgcego dziatania
badanych substancji analizowano ich wilasciwosci przeciwrodnikowe w stosunku do
wolnego rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH’) oraz hydrofobowo$¢ z za-
stosowaniem sondy fluorescencyjnej 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu (DPH).

Formowanie liposomow fosfatydylocholinowych

Otrzymywanie liposomow do badan utleniania bton

Odmierzong (300 ul) objetos¢ chloroformowego roztworu fosfatydylocholiny
(100 mg/ml) odparowywano w atmosferze azotu, a nastgpnie przez 30 min w prdzni.
Suchy film lipidowy hydratowano buforem Tris HCI (pH = 7,4) oraz sonikowano
Smin w temp. 0 °C. Stezenie fosfatydylocholiny w tak uzyskanej probie wynosito
1,5 mg/ml.

Otrzymywanie liposomow do badan stopnia wigzania polifenoli

Mieszaning 30 pl PC z 11 pl sondy DPH odparowywano w atmosferze azotu,
a nastgpnie inkubowano w prézni przez 30 min. Po dodaniu 3 ml buforu fosforanowe-
go (pH = 7,4) sonikowano przez 10 min w temp. kapieli 0 °C. Stezenie PC w probie
wynosito 0,12 mg/ml, natomiast st¢zenie DPH — 0,05 %.

Oznaczanie poziomu utlenienia liposomow fosfatydylocholinowych

Poziom utleniania liposoméw PC oznaczano testem TBARS, polegajacym na ilo-
$ciowym oznaczeniu zawartosci dialdehydu malonowego (MDA), produktu utleniania
lipidow [24].

Do 2,9 ml zawiesiny liposomow (1,5 mg/ml PC) dodawano badany przeciwutle-
niacz oraz uzupetniano buforem Tris HCI do stalej objetosci 3 ml. Stezenia tych sub-
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stancji ustalano we wstepnych badaniach w zakresie ponizej i powyzej wartosci ICso™ .
Zawiesing liposoméw inkubowano 15 min, a nast¢pnie pobierano dwie 0,5 ml proby
do oznaczenia poziomu kontrolnego utlenienia. Pozostala objetos¢ zawiesiny liposo-
méw naswietlano przez 30 min promieniowaniem UVC (nat¢zenie promieniowania
UVC wynosito 3,5 mW/cm?) i pobierano dwie kolejne proby po 0,5 ml kazda. Doda-
wano do nich po 1 ml TCA i TBA, inkubowano przez 15 min w temp. 90 - 100 °C,
a nastepnie wirowano 15 min z szybkoscig 2500 obr./min (wir6wka Multofuge 3L-R).
Pomiaru absorbancji przy A = 535 nm dokonywano w spektro-fotometrze Cary 300 Bio
firmy Varian z wykorzystaniem oprogramowania Cary WinUV ,Simple Reads
v.3.00(182). Aparat zerowano w obecno$ci proby odczynnikowej. Procent inhibicji
utlenienia prob obliczano z rownania:

Inhibicja [%] = [(AAo - AAL) / AAo] - 100 %,

gdzie: AA, — wzrost absorbancji po 30 min w obecnosci przeciwutleniacza; AAy —
wzrost absorbancji po 30 min bez dodatku przeciwutleniacza. Parametr ICs,"* (stezenie
przeciwutleniacza powodujace 50 % inhibicj¢ utleniania bton liposomow PC) wylicza-
no na podstawie wykresu zalezno$ci procentu inhibicji od stezenia ekstraktu, zgodnie
z rOwnaniem: y = ax + b. Analizy wykonano w trzech powtorzeniach.

Oznaczanie neutralizowania wolnego rodnika DPPH

Metoda bazuje na stabilnym wolnym rodniku 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu [3]
i polega na kolorymetrycznym oznaczeniu zdolnosci do neutralizowania wolnych rod-
nikow przez badane substancje [27, 30].

Nawazke 2,8 mg rodnika DPPH’ rozpuszczano w 100 ml metanolu. Probe stano-
wito 3 ml roztworu DPPH’ z dodatkiem przeciwutleniacza (proba kontrolna nie zawie-
rata przeciwutleniacza). Podobnie, jak w tescie TBARS, zakres st¢zen ustalano we
wstepnych doswiadczeniach. Proby inkubowano przez 15 min w ciemnosci z uzyciem
mieszadla magnetycznego. Pomiaru absorbancji przy A = 516 nm dokonywano w spek-
trofotometrze Cary 300 Bio, na poczatku i na koncu 15-minutowego okresu inkubacji.
Procent redukcji wolnego rodnika DPPH’ obliczano z rownania:

Inhibicja [%] = [(AAo - AAL) / AA,] - 100 %

gdzie: AA,— absorbancja po 15 min w obecnosci przeciwutleniacza; AAy— absorbancja
po 15 min bez dodatku przeciwutleniacza. Parametr ICs,"" ' (stezenie przeciwutlenia-
cza powodujace 50 % redukcj¢ wolnego rodnika DPPH’) wyznaczano na podstawie
wykresu zalezno$ci procentu redukcji wolnego rodnika DPPH’ od stezenia przeciwu-
tleniacza, zgodnie z rOwnaniem: y = ax + b.
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Wyznaczanie stalej wigzania K,

Sonda fluorescencyjna DPH jest markerem stosowanym m.in. do badan zmian
ptynnosci hydrofobowego rejonu btony [17]. Zmiana fluorescencji sondy DPH obecne;j
w blonie mierzona np. pod wplywem substancji wigzacej si¢ z btong jest wynikiem
zmian jej mikrootoczenia, co stanowi czuly wskaznik tego procesu [34].

Probke o objetosci 2,5 ml stanowito 0,3 ml liposoméw PC z sondg fluorescencyj-
ng DPH oraz 2,2 ml buforu fosforanowego (pH = 7,4). Intensywno$¢ fluorescencji
mierzono fluorymetrem SFM25, firmy Kontron Instruments, przy dtugosci fali pobu-
dzenia i emisji, odpowiednio A, = 360 nm i A, = 425 nm. Po odczytaniu wartosci F,
odczytu F, dokonywano co 60 s, po kazdorazowym dodaniu kolejnej porcji przeciwu-
tleniacza. Stala asocjacji wyznaczano metodg Sterna-Volmera [34], zgodnie z rowna-
niem (y = ax + b);

1 Kp 1 1

()1 (PC] 5] [PC]

gdzie: [Fo/F,] — wzgledna fluorescencja sondy DPH; Ky — stata dysocjacji; [s] — steze-
nie przeciwutleniacza w probie; [PC] — stezenie fosfatydylocholiny w probie
(0,12 mg/ml). Stale: asocjacji K, i dysocjacji Kp stanowily odwrotnie proporcjonalng
zaleznos¢ (K, = 1/Kp) [28, 37].

Analiza statystyczna

Wyniki badan aktywnoéci przeciwutleniajacej (ICs)™), przeciwrodnikowej
(IC5,"""™) oraz stalej wigzania (K,) poddano I-czynnikowej analizie statystycznej
ANOVA z wykorzystaniem pakietu Statistica [31], oceniajac r6éznice miedzygrupowe
za pomoca testu Duncana, przy p < 0,01. Wspélczynniki korelacji pomigdzy ICs™
i IC5o°"™ oraz pomiedzy ICs,"" i K, okreslano w programie Statistica [31].

Wiyniki i dyskusja

Badane ekstrakty roslinne z: dziurawca, gryki, glogu i kocanki zawieraly miedzy
innymi mieszaning polifenoli, sposrod ktorych wazng frakcje stanowity flawonoidy.
Na podstawie wstepnej analizy HPLC ustalono, ze dziurawiec zawieral kwercetyne
i rutyne, gtég — epikateching, gryka — rutyne, natomiast kocanka — kwercetyng i kwas
chlorogenowy.

Zdolno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow zmniejszala si¢ zgodnie z nastgpujaca
sekwencjg: gtog (kora) > dziurawiec > gryka (tuski) > glog (liscie) > gryka (teciny) >
kocanka (rys. 1). Stwierdzono istotnie wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajgca ekstraktu
z dziurawca (25,45 mg/l) oraz z kory glogu (21,69 mg/l) w stosunku do lecin gryki



46 Kamil Sierzant, Katarzyna Pyrkosz-Biardzka, Janina Gabrielska

(37,47 mg/l) oraz kocanki (115,06 mg/l). Wartosci ICs," badanych ekstraktow w od-
niesieniu do ich waznych odpowiednikow polifenolowych przedstawiono w tab. 1.
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St John’s wort Buckwheat - hull Buckwheat - haulm Hawthormn - leaves ~ Hawthorm - bark ~ Helichrysum

Objasnienia: / Explanatory notes:
A, B, C —rozne litery oznaczaja réznice statystycznie istotne przy p < 0,01 / different letters denote statis-
tically significant differences at p < 0.01 /n=4.

Rys. 1.  Aktywno$¢ przeciwutleniajaca (ICs,"") badanych ekstraktow.
Fig. 1.  Antioxidant activity of extracts studied.

Wyniki badan nie potwierdzity istotnosci réznic pomiedzy warto§ciami parametru
IC5,™ ekstraktow z lisci i kory glogu w poréwnaniu z epikateching. Zblizone wiasci-
wosci przeciwutleniajgce tych ekstraktow mozna wigza¢ z duzg zawarto$cig w nich
katechin [25, 29]. W przypadku ekstraktow dziurawca, tusek oraz tgcin gryki uzyskano
wyzsza aktywnos$¢ przeciwutleniajgca (p < 0,01) anizeli rutyny, co wskazuje na moz-
liwy synergizm dziatania pozostalych polifenoli obecnych w ekstraktach [13]. Miesza-
nina polifenoli ekstraktu dziurawca wykazata ponad 3-krotnie wyzszg inhibicje utle-
niania liposoméw PC w pordwnaniu z rutyng, podczas gdy w ekstraktach z tusek oraz
fecin gryki stwierdzono efektywnos¢ dziatania odpowiednio 2,6- oraz ponad 2-krotnie
wyzsza. Oztiirk i wsp. [23] dowiedli, ze wlasciwosci ochronne ekstraktéw dziurawca
wobec oliwy z oliwek inkubowanej w temperaturze 110 °C sg skorelowane z koncen-
tracjg sktadnikow fenolowych oraz ich sktadem jakosciowym (gléwnie flawonoidy
i kwasy fenolowe). Ponadto autorzy ci wykazali, Ze pojemno$¢ przeciwutleniajaca
ekstraktow Hypericum sp. warunkuje odmiana, organ surowca (kwiaty, liscie) oraz
rozpuszczalnik uzyty w procesie ekstrakcji (woda, metanol, octan etylu). Takze okre-
slona w pracy zdolno$¢ ochronna ekstraktow tusek i tgcin gryki w stosunku do liposo-
moéw PC utlenianych promieniowaniem UVC réznita si¢ migdzy sobg (tab. 1). Roznice
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Tabela 1l
Aktywno$é przeciwutleniajaca (ICs,"C), przeciwrodnikowa (ICs,”"*™"") oraz stata asocjacji (K,) badanych
ekstraktow oraz wybranych zwiazkoéw fenolowych obecnych w ekstraktach.
Antioxidant activity (ICsy"") and antiradical activity (ICs,"""™") of, and association constants (K,) for
extracts studied, as well as for selected phenolic compounds present therein.

Ekstrakt plus gtowny sktadnik IC5"“ +5/SD ICs"™ x5/ K,+s/SD

Extract plus major compounds [mg/l] /n=4 SD [mg/l] /n=4 [/mg] /n=3
Dziurawiec / St John’s wort 2545+072 | A [3,51+£022| A | 7,10:10°+£30 |A
Rutyna / Rutin 7897+9.17 | B [535+0,07| B | 4,40-10°+48 | A
Kwercetyna / Quercetin 0,53 +£0,04 C |251+0,12| C | 1,23-10*+843 |B
Gryka — luski / Buckwheat — hull 30,33+248 | A |743+030| A | 3,92:10°+36 | -
Gryka — leciny / Buckwheat — haulm 3747+7,13 | A [696+028| A | 029:10>°+62 | -
Rutyna / Rutin 78,97+9,17 | B |535+0,07| B 4410*+48 | -
Glog — liscie / Hawthorn — leaves 32,52£255 ( A |2,76+0,12 0,35-10°+18 | -
Glog — kora / Hawthorn — bark 21,69 +1,31 B |3,06+0,08| A | 0,36:10%+ 130
Epikatechina / Epicatechin 29,19 £5,26 - [2,17£0,04 [ B 0,14-10*+40 | -
Kocanka / Helichrysum 11506+2.84 | A |3408+088| A 1-10° +£26 A
Kwas chlorogenowy / Chlorogenic acid | 62,59+ 7,77 [ B | 521+0,05| B 1,66-10*+9 B
Kwercetyna / Quercetin 0,53 £0,04 C |251+0,12| C | 1,23-10*+843 | C

Objasnienia: / Explanatory notes:

s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation;

A, B, C — rdzne litery oznaczaja rdznice statystycznie istotne przy p < 0,01 / different letters denote statis-
tically significant differences at p < 0.01; (-) — brak réznic statystycznie istotnych / no statistically signifi-
cant differences.

te mogg wynika¢ z wysokiej zmiennosci udziatu rutyny w surowcu gryczanym. Zawar-
to$¢ rutozydu w catkowitej puli zwigzkéw fenolowych gryki waha si¢ od ok. 5 %
(ziarniaki) do 59 % (liscie) [12]. Najstabsze wtasciwosci ochronne wobec liposoméw
PC utlenianych promieniowaniem UVC wykazat ekstrakt kocanki (ICs)’ =
115,06 mg/1). Aktywno$¢ przeciwutleniajaca tego ekstraktu byta ponad 200-krotnie
nizsza od warto$ci wyznaczonej w obecnosci kwercetyny (ICs,™ = 0,53 mg/1), stano-
wigcej substancje odniesienia (tab. 1). Wedtug Ozgen i wsp. [22] wodny ekstrakt ko-
canki piaskowej (Helichrysum earenarium) wykazuje silne wlasciwosci ochronne
w stosunku do liposoméw otrzymanych z fosfatydylocholiny wyekstrahowanej z mo-
zgow szczurzych, utlenianych FeCl;. Niewykluczone, ze brak zgodnosSci rezultatow
badan wlasnych z przedstawionymi przez tych autorow jest zwigzany z zastosowaniem
réznych czynnikow utleniajgcych blony liposomow.
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Wyniki aktywno$ci przeciwrodnikowej badanych ekstraktow przedstawiono na
rys. 2. oraz w tab. 1, gdzie zestawiono wartosci parametru ICs,"""" takze z polifeno-
lami odniesienia. Najwyzsza zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH’ wykazaty ekstrakty
lisci 1 kory glogu, natomiast najnizsza ekstrakt kocanki. Ekstrakty z gryki stabiej neu-
tralizowaty wolny rodnik DPPH" w poroéwnaniu z rutyng, co nie koresponduje z poda-
nymi wyzej danymi aktywnosci przeciwutleniajgcej omawianych substancji w stosun-
ku do liposoméw PC utlenianych promieniowaniem UVC.
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Objasnienia: / Explanatory notes:
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Rys. 2. Aktywnos¢ przeciwrodnikowa (ICso "™
Fig2.  Antiradical activity of extracts studied.

) badanych ekstraktow.

Moze to wynika¢ z faktu, ze ochronne dziatanie sktadnikow ekstraktu w stosunku
do bton liposoméw utlenianych promieniowaniem UVC wigze si¢ m.in. z wychwyty-
waniem bardzo reaktywnych rodnikéw hydroksylowych generowanych pod jego
wpltywem. Wolny rodnik DPPH’ jest natomiast molekutg stabilng, jedynie imitujgca
w warunkach modelowych zachowanie si¢ reaktywnych form tlenu in vivo. Wyniki
badan dowodzg istnienia dodatniej korelacji pomiedzy aktywnos$cia przeciwutleniajgca
i przeciwrodnikowg badanych ekstraktow (r = 0,97) oraz ich substancji odniesienia (r =
0,94), istotnej na poziomie p<0,01. Na tej podstawie mozna sadzié¢, ze zdolnos¢ do
neutralizowania wolnych rodnikéw przez badane ekstrakty jest prawdopodobnie pod-
stawowym mechanizmem ich przeciwutleniajacego dziatania.

Warto$ci statej asocjacji pomiedzy ekstraktami przedstawiono na rys. 3. oraz
w tab. 1., gdzie zestawiono wartosci parametru K, z substancjami odniesienia. Warto-
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$ci statej wigzania badanych zwigzkow fenolowych i ekstraktow zmienialy si¢ w prze-
dziale od 1,40-10% I/mg do ok. 1-10° I/mg, natomiast w obecnosci kwercetyny warto$é
K, byta najwyzsza i wyniosta 1,23-10* I/mg (tab. 1).

L/mg

1,20E+03 1
1,00E+03 -

8,00E+02 -

HH >

6.00E+02 -

4,00E+02 -

Stala asocjacji

2,00E+02 -

0,00E+00
ODziurawiec OGryka - tuski ®Gryka - leciny ®Glog - liscie EGlog - kora ®Kocanka

St John’s wort Buckwheat - hull Buckwheat - haulm Hawthomn - leaves ~ Hawthorm - bark  Helichrysum

Objasnienia: / Explanatory notes:
A, B, C — rozne litery oznaczajg réznice statystycznie istotne przy p < 0,01 / different letters denote statis-
tically significant differences at p <0.01; n = 3.

Rys. 3. Wartosci stalej asocjacji (K,) badanych ekstraktow.
Fig. 3. Value of association constant (K,) of extracts studied.

Nie wykazano istotnych réznic statej wigzania migdzy ekstraktami z dziurawca,
gryki oraz gtogu. Ekstrakt z kocanki, jako drugi po kwercetynie, najsilniej wigzal si¢
z btonami liposomoéw PC (p < 0,01), co mozna ttumaczy¢ lipofilnym charakterem izo-
salipurpozydu obecnego w tym ekstrakcie [14, 16]. Ozgen i wsp. [22] sugeruja, Ze
o warto$ciach potencjatu przeciwutleniajacego substancji moga decydowac (obok
sktadu i warunkéw prowadzenia procesu) rowniez inne czynniki. Jednym z nich moze
by¢ zdolnos¢ zwigzkéw polifenolowych do tworzenia kompleksow z dwuwarstwa
lipidowa bton liposoméw PC. Bardzo wysoka aktywnos$¢ przeciwutleniajgca kwerce-
tyny byta wysoko ujemnie skorelowana z oznaczong stala asocjacji (r = -0,990). Moze
to oznacza¢, ze silne wigzanie molekut tego przeciwutleniacza z btong liposomow
chroni jg przed peroksydacja. Kwercetyna, w przeciwienstwie do glikolizowanej formy
tego flawonoidu — rutyny, ma ptaskg strukture czasteczki [33], ktora moze utatwiac jej
wnikanie w gtab dwuwarstwy lipidowej [19]. Taka strategiczng lokalizacj¢ kwercetyny
w blonie liposoméw fosfolipidowych potwierdzita jej okoto 28-krotnie wyzsza wartos¢
stalej asocjacji w porownaniu z rutyng. Rutyna wykazywata przy tym okoto 150-
krotnie nizszg efektywno$¢ inhibicji peroksydacji lipidow, co jest rezultatem zblizo-
nym do wynikoéw badan innych autorow [1]. Duzo nizsza aktywno$¢ przeciwutleniajg-
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ca rutozydu wzgledem kwercetyny jest najprawdopodobniej efektem wystepowania
przeszkod sterycznych zwigzanych z podstawnikami cukrowymi w tej czgsteczce [18].
Moga one znaczaco ogranicza¢ zdolnos$¢ rutyny do wnikania w gigb btony i w konse-
kwencji w duzym stopniu obniza¢ zdolno$ci chronigce blone przed penetracjg wolnych
rodnikéw. Verstraeten 1 wsp. [35, 36] podaja, ze epikatechina oraz jej polimery (procy-
janidyny) wykazuja znaczng i zalezng od dtugosci tancucha procyjanidynowego ad-
sorpcje molekul w rejon polarny blony. W niniejszej pracy nie potwierdzono jednak
istotnosci korelacji pomiedzy oznaczong aktywnos$cia przeciwutleniajgcg a warto$cia-
mi stalej wigzania epikatechiny oraz ekstraktow polifenolowych i pozostatych zwigz-
koéw fenolowych (za wyjatkiem kwercetyny). Najnizsza warto$¢ statej asocjacji epika-
techiny (K, = 1,40-10° 1/mg) moze natomiast oznaczaé jedynie jej powierzchniowa
lokalizacj¢ w btonie liposomow, ktora nie sprzyja niwelacji tlenkow i nadtlenkéw lipi-
dow oraz skutecznej ochronie bton.

Whioski

1. Ekstrakty polifenolowe dziurawca, gryki oraz gtogu wykazaty wysoka aktywno$¢
przeciwutleniajagcg w stosunku do bton liposoméw PC utlenianych promieniowa-
niem UVC.

2. Wiasciwoscei przeciwrodnikowe w stosunku do wolnego rodnika DPPH™ badanych
ekstraktow oraz wysoki wspotczynnik korelacji (r = 0,97) pomiedzy aktywnoscia-
mi przeciwutleniajacg i przeciwrodnikowa wskazuja, ze neutralizowanie wolnych
rodnikoéw przez badane ekstrakty jest podstawowym mechanizmem ich przeciwu-
tleniajacego dziatania.

3. Mozliwos¢ glebokiego zakotwiczenia molekul kwercetyny w blonie liposomow
PC wzmacnia jej efektywnos¢ przeciwutleniajacg poprzez skuteczniejsze wychwy-
tywanie wolnych rodnikow atakujacych btone.

4. Wyniki badan z zastosowaniem liposomow fosfolipidowych wskazuja na mozliwe
ochronne dziatanie naturalnych polifenoli wobec procesow peroksydacji lipidow
bton komorkowych.

Praca naukowa wspdfinansowana przez Katedre Zywienia Zwierzqt i Paszoznaw-
stwa oraz ze Srodkow przyznanych przez MNiSW na badania w latach 2011-2013,
grant nr NN312 26363.

Dr inz. Malgorzacie Korzeniowskiej z Katedry Technologii Surowcow Zwierze-
cych i Zarzgdzania Jakoscig Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu dzigkujemy
za udostepnienie surowca gryki.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF NATURAL POLYPHENOLIC EXTRACTS
FROM SELECTED PLANTS IN MODEL SYSTEMS

Summary

The objective of the study was to determine the antioxidant properties of selected plant extracts from
St John’s wort, buckwheat, hawthorn, helichrysum, as well as their important polyphenol constituents
towards phosphatitylcholine liposome membranes (PC) oxidized with UVC radiation. Also, there were
determined the antiradical properties of those substances towards the free radical 2,2-diphenyl-1-
pikrylhydrazyl (DPPH’) and the membrane association constants using a DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-
hexatrien) probe. There was confirmed the following relation of the antioxidant activities of the extracts,
expressed as an ICs,"C parameter: hawthorn — bark (21.69 mg/l) > St John’s wort (25.45 mg/l) > buck-
wheat — hull (30.33 mg/l) > hawthorn — leaves (32.52 mg/l) > buckwheat — haulm (37.47 mg/l) > helichry-
sum (115.06 mg/l). The antioxidant activity of selected polyphenol components changed as follows: quer-
cetin (0.53 mg/l) > epicatechin (29.19 mg/l) > chlorogenic acid (62.59 mg/l) > rutin (78.97 mg/l). The
positive correlation between the antioxidant activity of the extracts studied and phenolic compounds, and
the antiradical activity (1>0.94) indicates that the mechanism of their antioxidant activity consists in neu-
tralizing free radicals. From among the flavonoids studied, the quercetin showed the highest antioxidant
activity, a high antiradical activity (ICs,""™ = 2.51 mg/l), and a high association constant towards the
liposome membrane (K, = 11.23 10* I/mg). The quercetin molecules may deeply anchor into the liposome
membrane, therefore, free radicals are obstructed when penetrating into the inside of the membrane; for
that reason, the antioxidant effectiveness of the liposome membrane is enhanced.

Key words: polyphenol extracts, flavonoids, free radicals, phospholipid liposomes, lipid oxidation, asso-
ciation constant F4
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