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1. Wstep teoretyczny
Wolne rodniki to atomy, czasteczki lub jony posiadajgce na zewngtrznej orbicie pojedynczy
niesparowany elektron, ktory chca sparowa¢. Wynikiem tego jest ich duza aktywno$¢ chemiczna
do utleniania napotkanych czasteczek. Wolne rodniki powstajg naturalnie w naszych organizmach
w wyniku przemian metabolicznych, sg takze dostarczane z zywnosciag. W organizmie utleniajg biatka,
lipidy, powoduja takze uszkodzenia i mutacje DNA. W konsekwencji powoduja powstanie
nowotworow 1 choréb sercowo naczyniowych. Ogdlnie mozna stwierdzi¢, ze wolne rodniki
przyspieszaja starzenie si¢ organizmoéw. Na szcze$cie, istniejg naturalne mechanizmy zmniejszania
stezenia wolnych rodnikow. Mozna je wspiera¢ poprzez dostarczanie antyoksydantow z zywnos$cig.
Antyoksydanty (przeciwutleniacze) sa to przewaznie mate czasteczki, ktore sg donorami atomow
wodoru i1 zmiatajg wolne rodniki.
Procesy utleniania zachodzg rowniez w trakcie przechowywania zywnosci, co powoduje pogorszenie
jej walorow smakowych i1 zdrowotnych. Thuszcze sg jednymi ze sktadnikéw zywnos$ci bardziej
podatnymi na utlenianie, w wyniki czego powstaja takie substancje jak: wodoronadtlenki, nadtlenki,
epoksydy, zwigzki cykliczne. Czg$¢ z tych zwigzkow negatywnie wplywa na zdrowie cztowieka,
a gdy utlenienie postepuje powstajg zwigzki toksyczne.

Przeciwutleniacze mozna podzieli¢ wedtug mechanizmu ich dzialania:

1. Przeciwutleniacze pierwotne (pierwszorzedne, wlasciwe), najbardziej efektywne, przerywaja
tancuch reakcji utleniania poprzez dostarczenie wodoru lub elektronu rodnikom i tworzenie
bardziej stabilnych zwiazkéw. Mozna to zobrazowac¢ nastgpujacymi reakcjami:

AH+R - A" +RH

AH+RO" — A" + ROH

AH +ROO" — A" + ROOH

Powstate rodniki A" sg stosunkowo trwale i niezdolne do udziatu w kolejnej reakcji fancuchowe;j
1 przylaczenia tlenu, poniewaz ich struktura stabilizowana jest przez rezonans (wystgpowanie form
mezomerycznych). Dla przyktadu mozna to zobrazowac¢ przyktadowa reakcja:
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Powstate rodniki A" reaguje z sobg i sie dezaktywuja:

A +A > AA

A"+R"—>RA

A’ +RO" — ROA

Ten rodzaj przeciwutleniaczy, nazywanymi rowniez fenolowymi, moze by¢ pochodzenia
naturalnego lub syntetycznego. Do naturalnych =zaliczy¢ mozna tokoferole i1 polifenole
(fenolokwasy, flawonoidy), wystgpujace z surowcach ros§linnych. Natomiast syntetyczne, to
syntetycznie uzyskane galusany, butylohydroksyanizol (BHA) i butylohydroksytoluen (BHT).
Najbardziej pozadane sg zwigzki, ktore potrafig przetrwaé obrobke termiczng zywnosci.

OH R- RH O (0]
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2. Przeciwutleniacze wtorne (drugorzedne, pomocnicze, synergenty)

Zwiazki tego typu opoOzniajg jetczenie tluszczy poprzez reakcje inne niz przerywanie tancucha

autooksydacji. Ich zaleta je to, ze wydluzaja 1 zwickszajag wlasciwosci przeciwutleniaczy

pierwotnych. Ich dziatanie polega¢ moze na:

a. Chelatowaniu (kompleksowaniu) jonow metali, gldéwnie zelaza i miedzi, ktore sg silnymi
katalizatorami reakcji utleniania. Przykladem tego typu zwigzkow s3: kwas winowy,
askorbinowy, cytrynowy, fosforowy, fosfolipidy, kwas etylenodiaminotetraoctowy — EDTA,
produkty reakcji Millarda.

b. CzeSciowg regeneracje przeciwutleniaczy pierwotnych przez ich redukcje (np. kwas
askorbonowy 1 zwiagzki tiolowe regeneruja witaming E, hydrolizaty biatkowe regeneruja
przeciwutleniacze fenolowe)

c. Zmiataniu tlenu (np. kwas askorbinowy i jego ester palmitynowy, kwas izoaskorbinowy i jego
sole)

Tworzenie ochronnej powierzchni pomiedzy ttuszczem a powietrzem, np. fosfolipidy

e. Rozklad nadtlenkow do produktow nierodnikowych (np. tokoferole, niektore enzymy,
produkty reakcji Millarda)

f. Absorpcje promieniowania UV

g. Dezaktywacje tlenu singletowego (np. B-karoten, tokoferole)

Dziatanie antyoksydantow obserwowane jest juz w ich matych stezeniach, rzedu 0,001-0,1 %. W
optymalnym przypadku powinny by¢ wprowadzone na wczesnym etapie autooksydacji produktu
zywieniowego. Idealny antyoksydant powinien by¢ nietoksyczny, dziata¢ efektywnie w niskich
stezeniach, by¢ mieszalny z produktem lub jego substratem, nie wpltywaé na wiasciwosci
organoleptyczne zywnosci, dziata¢ skutecznie w duzym asortymencie produktow.

Przeciwutleniacze naturalne pochodzg z surowcéw roslinnych, mogg rowniez powstawa¢ w
procesie technologicznym. Sa to m.in.: tokoferole, karotenoidy, kwas askorbinowy, zwiazki fenolowe,
fosfolipidy, ekstrakty przypraw aromatycznych (np. z curry), niektore biatka i aminokwasy. Nie maja
one wilasciwosci odzywczych, ale juz w niewielkich ilo$ciach moga dziata¢ antyoksydacyjnie. Ten
rodzaj przeciwutleniaczy jest coraz bardziej popularny, w zwigzku ze znikomg toksycznos$cig i czesto
wyzsza skutecznos$cig niz syntetyczne odpowiedniki. Przypisuje si¢ im role profilaktyczng przy
zwalczaniu wielu chorob, w tym cywilizacyjnych. Niestety, czgsto brak jest efektywnych zrdodet i
sposobow pozyskiwania tego typu zwigzkéw. Wynika z tego fakt, ze antyoksydanty syntetyczne sg
powszechniej stosowane.

Antyoksydanty naturalne mozna takze podzieli¢ ze wzglgedu na rozpuszczalnos¢ w wodzie -
hydrofilowe: glutation i witamina C, antyoksydanty hydrofobowe: witamina E, karotenoidy, ksantofile
i zredukowany koenzym Q10 oraz antocyjaniny, flawonoidy, fitoestrogeny.

Najwigksza grupa antyoksydantow pochodzenia roslinnego sg polifenole. Ze wzglgedu na
budowe szkieletu weglowego wyrozniamy kilka grup polifenoli: kwasy hydroksybenzoesowe, kwasy
hydroksycynamonowe i kumaryny, naftochinony, ksantony, stilbeny i flawonoidy. Wystepuja w
todygach, lisciach i owocach prawie wszystkich roslin w roznej ilo$ci i stezeniu, najczeSciej w
pofaczeniu z cukrami. Szczegdélne znaczenie profilaktyczne peitnig flawonoidy ze wzgledu na
réznorodno$¢ budowy i wielokierunkowos¢ aktywnosci biologicznej. Wystepuja w nadziemnych
czgsciach roslin, niejednokrotnie nadajac barwe kwiatom czy owocom w zakresie od zottej
(flawonoidy) do czerwonej i fioletowej (antocyjany). Flawonoidy w roslinach spetniaja role ochronng
przed chorobami grzybowymi, insektami oraz szkodliwym dziataniem promieni stonecznych.
Dotychczas opisano budowe ponad 4 000 zwigzkow z tej grupy. Obecnos¢ flawonoidéw stwierdzono
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m.in. w owocach, warzywach, roslinach stragczkowych, a takze w licznych ros$linach leczniczych.
Flawonoidy wykazuja silne wtasciwos$ci antyoksydacyjne, zwigzane jest to z obecnoscig w molekule
kilku grup hydroksylowych. Zdolno$ci antyoksydacyjne flawonoidéw zalezg od potozenia i liczby
grup hydroksylowych, wigksza liczba grup hydroksylowych nasila ich wlasciwosci
przeciwutleniajace. W Tabeli 1 przedstawiono przyktadowe flawonoidy i ich Zrdodta.

Tabela 1. Przyktady flawonoidéw, ich zrodet i struktur chemicznych

Flawonoidy Zrodto Przykladowa struktura
Antocyjany Czerwone wino, wisnie, Ri R,

Ifinid
czarna porzeczka, oM OH H Cyjonidynn
aronia truskawki oH, 1 Peanmaln®

OCH, OH  Petunidyna
0OCH, OCH; Malwidyna
Proantocyjany Czerwone wino, czarna | -
herbata, czekolada,
jabtka, kiwi
Flawonole Czerwone wino,
herbata, satata, cebula,
szpinak, brokuty,
pomidory
OH O
flawonol
kemferol R:=Rs=H, R,;=OH
kwercetyna  R;=R’=OH, R’=H
Flawony Seler, czosnek, papryka,
czerwony pieprz o)
(]
0
Flawanony Owoce cytrusowe i o
2
HO ‘ 0 ‘
OH O
flawanon
naryngenina  Rs=H, R;=OH
hesperetyna R1=0OH, R,=OCH3;
Izoflawony Soja, orzeszKi
izoflawon
daidzeina Rs=H
genisteina R;=OH

Wigkszos¢ flawonoidow w roslinach wystepuje, obok wolnych aglikonéw, w postaci potaczen
glikozydowych (gtownie O-glikozydy). W czeéci cukrowej zazwyczaj wystepuje glukoza, takze
galaktoza, ramnoza, ksyloza, arabinoza. Stwierdzi¢ mozna, ze zwigzki flawonoidowe charakteryzuja
si¢ stosunkowo niska dostepnoscig biologiczng. Czg$¢ z nich, jak pochodne flawonu i1 flawanu, ze
wzgledu na rozpowszechnienie lub czesto$¢ spozycia produktéw, w ktérych sg obecne, przyjmowane
sa w 1lo$ci wystarczajacej do istnienia wyraznego efektu farmakologicznego.



Stosowanie przeciwutleniaczy w Polsce normowane jest Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia
17 marca 2003 r. w sprawie dozwolonych substancji dodatkowych, substancji pomagajacych w
przetwarzaniu i warunkow ich stosowania (Dz. U. nr 87/2003, poz. 805), ktore dzieli je na dwie grupy:

1. Substancje dodatkowe stosowane do wszystkich srodkéw spozywczych zgodnie z zasada quantum
satis (Stosowanie w dawce ,,quantum satis” oznacza, iz dang substancj¢ stosuje si¢ w dawce
najnizszej, niezbednej do osiggnigcia zamierzonego efektu technologicznego, zgodnie z dobra

praktyka produkcyjng). W grupie tej znalazty si¢ m.in.
- kwas mlekowy (E 270)

- kwas askorbinowy (E 300) i jego sole

- palmitynian i stearynian askorbylu (E 304)

- mieszanina tokoferoli (E 306)

- o, B i y-tokoferol (wit. E)

- kwas cytrynowy i jego sole

2. Warunkowo dozwolone przeciwutleniacze, stosowane w okreslonych produktach i w okreslone;j
dawce:

- galusany propylu, oktylu i dodecylu (E 310, 311, 312)

- butylohydroksyanizol — BHA (E 320)

~

0 ~0

OH OH

- butylohydroksytoluen — BHT (E 321)
- kwas izoaskorbinowy (E 315)
- izoaskorbinian sodu (E 316)

1.1. Oznaczanie aktywnosci antyrodnikowej
Jedna z najpopularniejszych i prostych technik oznaczania aktywnosci antyrodnikowej jest
wykorzystanie rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH), ktory jest stosunkowo trwaty i
mozna do przechowywa¢ w formie proszku (Rysunek 1). Jego alkoholowy roztwor ma barwe
fioletows. Zasada pomiaru opiera si¢ na zasadzie, ze DPPH reaguje z przeciwutleniaczami, a jego
procentowy ubytek, badany spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 517 nm, jest wyznacznikiem
aktywno$ci rodnikowej produktu spozywczego, surowca lub ptynu biologicznego.
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Rys. 1. DPPH a) wolny rodnik, b) forma zredukowana

2. Wykonanie ¢wiczenia
Cwiczenie podzielone jest na dwie czesci. W pierwszej sprawdzana jest obecno$¢ antyoksydantow
fenolowych w probce olejow jadalnych. W drugiej badane sa wiasciwosci antyoksydacyjne tych
samych olejow w sposob jakosciowy.

2.1. Badanie obecnosci antyoksydantow fenolowych
Odczynniki:
- alkohol etylowy, roztwor 72 %
- alkohol etylowy, roztwor 96 %
- eter etylowy
- heksacyjanozelazian (II) potasu K4Fe(CN)6, roztwoér 0,2 %
- siarczan zelaza (III) Fe2(SO4)3, roztwor 0,5 % w IN kwasie siarkowym
Sprzet:
-rozdzielacz o pojemnosci 50 ml
- suszarka
- wialka 10 ml
- zlewka 100 ml
- bibuta do wycinania
- strzykawka 50 pl
- szkietko zegarkowe / szalka Perttiego
Ekstrakcja przeciwutleniaczy z oleju jadalnego: W zlewce o pojemnosci 100 ml odwazy¢ ok. 10 g
badanego oleju 1 przenies¢ ilosciowo do rozdzielacza uzywajac 25 ml eteru etylowego. Nastepnie
do rozdzielacza doda¢ 2 ml 72 % etanolu, ostroznie wytrzasa¢ przez 3 min. Pozostawi¢ do
rozdzielenia warstw. Cze$¢ dolng etanolowg przenies¢ do wialki 10 ml. Ekstrakcje powtérzyc
jeszcze dwukrotnie. Otrzymany ekstrakt wysuszy¢ do sucha w strumieniu azotu. Pozostatos¢
rozpusci¢ w 0,5 ml 96 % etanolu.
Wykrywanie substancji przeciwutleniajacych: Na pasek bibuly dopasowany do szkietka
zegarkowego nanie$¢ 10 1 20 ul uzyskanego ekstraktu i wysuszy¢ suszarka. Nastgpnie zanurzy¢
pasek w kapieli wywolawczej, sktadajgcej si¢ z mieszaniny objetosciowej 1:1 0,5 % siarczanu
zelaza (III) w kwasie siarkowym 1 0,2 % heksacyjanozelazianie potasu, na okres do 10 min.



Powstanie niebieskich plam w miejscu naniesionych kropli $wiadczy o obecnosci
przeciwutleniaczy fenolowych.

2.2.0znaczenie aktywnosci ekstraktow biologicznych i olejow roslinnych z wykorzystaniem rodnika
DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu)

Odczynniki:

melisa (Sir Roger), rumianek (Sir Roger), migta (Sir Roger), lipa (Herbapol), herbata czarna (Bartek),
herbata zielona (Herbapol) oraz kawa mielona (Jacobs Kronung) i kawa rozpuszczalna (Tchibo Family
Classic).

- olej roslinny

- wywar z wybranego ziota (1g badanego materiatu zala¢ 100ml wody o temperaturze 90 °C, po
uplywie 8 minut napar przesaczy¢ i schtodzi¢ do temperatury pokojowej, rozcienczyé woda w
stosunku 1:1)

- metanol

- octan etylu

- etanolowy roztwor 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu o stezeniu 300 pmol/l (19,71 mg DPPH w 100
ml etanolu)

Sprzet:

- prébéwka z korkiem

- pipeta

- spektrofotometr z kuwetami

Wykonanie: do 0,1 ml ekstraktu biologicznego lub oleju roslinnego doda¢ 3,9 ml metanolu (w
przypadku ekstraktu lub soku) lub octanu etylu (w przypadku oleju). Nastepnie doda¢ 1 ml roztworu
DPPH i natychmiast po wymieszaniu wykona¢ pomiar absorbancji przy dtugosci fali 517 nm. Pomiary
wykonywac co 5 min przez pot godziny. Wykona¢ réwniez pomiary dla proby kontrolnej, zawierajacej
4 ml metanolu lub octanu etylu i 1 ml roztworu DPPH. Aktywno$¢ antyrodnikowa poda¢ w ilosci
wygaszonych rodnikow DPPH (%).

% inhibicji = 100 (Ao — As) / Ao
Ao — absorbancja rodnika DPPH
A — Srednia warto$¢ absorbancji badanego roztworu zawierajacego antyoksydant
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