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MALGORZATA WOZNIAK, KATARZYNA OSTROWSKA,
LUKASZ SZYMANSKI, KATARZYNA WYBIERALSKA, RYSZARD ZIELINSKI

AKTYWNOSC PRZECIWRODNIKOWA EKSTRAKTOW SZALWII
I ROZMARYNU

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan aktywnos$ci przeciwrodnikowej ekstraktow otrzymanych
z szalwii i rozmarynu. Aktywno$¢ przeciwrodnikowa okreslono na podstawie pomiaru kinetyki procesu
wygaszania rodnika DPPHe w roztworach wodno-metanolowych otrzymanych ekstraktow. Stwierdzono,
ze obserwowana doswiadczalnie aktywnos¢ przeciwrodnikowa zalezy gtéwnie od rodzaju zastosowanego
ekstrahentu i maleje w nastepujacej kolejnosci: heksan > octan etylu > woda > metanol > aceton.

Stowa kluczowe: szalwia, rozmaryn, aktywnos$¢ przeciwrodnikowa, DPPH, kinetyka

Wprowadzenie

Wysoka aktywno$¢ marketingowa zache¢caja nas do kupowania produktéw spo-
zywczych oraz preparatow farmaceutycznych bogatych w substancje ziotowe. Jednym
z zi6t wlasciwos$ci farmakologiczne sa produkty wykorzystujace szatwig. W ciagu
ostatnich kilkudziesigciu lat szatwia a takze rozmaryn byty przedmiotem intensywnych
badan ze wzgledu na zawarto$¢ sktadnikow o dziataniu przeciwutleniajacym, do kto-
rych zalicza si¢ zwiazki diterpenowe, zwiazki triterpenowe, olejki eteryczne i flawono-
idy. Z tego powodu ekstrakty szatlwii znalazly szerokie zastosowanie w przemysle
leczniczym, spozywczym i kosmetycznym.

Z zywno$ciowego oraz zdrowotnego punktu widzenia oprocz zawartosci mikro-
elementéw 1 makroelementéw a takze substancji aromatycznych lub biologicznie
czynnych w produktach ziotowych jest wysoka zawarto$¢ substancji o wiasciwosciach
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przeciwutleniajacych. Rozmaryn i szatwia sa bardzo podobne do siebie pod wzgledem
obecnych w nich substancji przeciwutleniajacych.

Wisrdd najsilniej dziatajacych aktywnych sktadnikéw ekstraktu z szatwii i rozma-
rynu zidentyfikowano karnozol i kwas karnozynowy. Zwiazki te az w 90% sa odpo-
wiedzialne za wlasciwosci przeciwutleniajace preparatow ziotlowych. Odgrywaja waz-
ng rol¢ w hamowaniu peroksydacji lipidow, oraz znacznie redukuja stezenie roznych
aminoglikozydow. Wykazuja dziatania przeciwbakteryjne, przeciwalergiczne, prze-
ciwwirusowe, przeciwbolowe. Zmniejszaja ryzyko powstawania nowotworow, miaz-
dzycy, cukrzycy oraz stymuluja krazenie krwi oraz uszkodzony DNA. Wykorzystuje
si¢ je rowniez w walce z artretyzmem i reumatyzmem i ogolnym ostabieniem organi-
zmu [1, 2].

Do innych réwnie waznych zwiazkow przeciwutleniajacych obecnych zarowno
w rozmarynie jak i w szalwii sa: karnozol, kwas karnozowy i jego pochodne, rosma-
nol, epirosmanol, rosmanal oraz rosmandial [3 - 8]. Ponadto, w rozmarynie znaleziono
9-etylorosmanol. Struktury najwazniejszych z tych zwiazkoéw przedstawiono na rys. 1.

Wisrod najsilniej dziatajacych aktywnych sktadnikow ekstraktu z szalwii i rozma-
rynu zidentyfikowano karnozol i kwas karnozynowy. Zwiazki te az w 90% sa odpo-
wiedzialne za wlasciwosci przeciwutleniajace preparatow ziotowych. Odgrywaja waz-
na role w hamowaniu peroksydacji lipidow, oraz znacznie redukuja stezenie réznych
aminoglikozydow. Wykazuja dziatania przeciwbakteryjne, przeciwalergiczne, przeciw-
wirusowe, przeciwbolowe. Zmniejszaja ryzyko powstawania nowotwordéw, miazdzycy,
cukrzycy oraz stymuluja krazenie krwi oraz uszkodzony DNA. Wykorzystuje sie je
roéwniez w walce z artretyzmem i reumatyzmem i ogdlnym ostabieniem organizmu [1,
2].

Wsrdd wielu dostgpnych doswiadczalnych metod oceny aktywnos$ci przeciwrod-
nikowej tego rodzaju produktow szczegdlnie przydatna wydaje si¢ metoda kinetyczna
z zastosowaniem rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego (DPPH¢). Metoda ta
byta stosowana w badaniach szybkosci zmiatania wolnych rodnikéw przez flawonoidy
oraz ich kompleksy z metalami [9].

W niniejszej pracy wlasciwosci przeciwrodnikowe ekstraktéw z szatwii 1 rozma-
rynu wyznaczono na podstawie spektrofotometrycznego pomiaru szybkosci zmiatania
rodnika DPPHe przez poréwnanie natgzenia absorpcji tego rodnika z natezeniem ab-
sorpcji mierzonym po okre§lonym czasie w obecnosci stalej ilosci kwercetyny zasto-
sowanej jako uktad porownawczy. W uktadzie tym wolny elektron rodnika DPPHe po
sparowaniu z elektronem pochodzacym od przeciwutleniacza AH (np. kwercetyny lub
sktadnika ekstraktu) i tworzy forme zredukowana (rys. 2).
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Rys. 1. Budowa gléwnych przeciwutleniaczy obecnych w szatwii i rozmarynie: (1) karnozol, (2) kwas 12-
metoksykarnozynowy, (3) karnozynian metylu, (4) izorosmanol, (5) rozmanol, (6) epirozmanol, (7) 7-
etoksyrozmanol, (8) rozmadial.

Fig. 1. Structures of the main antioxidants present in sage and rosemary: (1) carnosol, (2) 12-
methoxycarnosic acid, (3) methyl carnosate, (4) isorosmanol, (5) rosmanol, (6) epirosmanol, (7) 7-ethoxy-
rosmanol, (8) rosmadial.
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Rys. 2. Schemat reakcji rodnika DPPHe z przeciwutleniaczem AH
Fig. 2. Scheme of DPPHe radical reaction with antioxidant AH

Material i metody badan

Rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis L.) i szatwia lekarska (Salvia officina-
lis L.) stanowily produkty handlowe prod. firmy Kamis. Rozpuszczalniki: n-heksan,
metanol i octan etylu wszystkie o czystosci analitycznej (prod. POCh Gliwice) desty-
lowano bezposrednio przed przygotowaniem roztworoéw. Wode stosowana w bada-
niach przygotowano stosujac wode¢ dejonizowana, ktora przed uzyciem zostata dodat-
kowo oczyszczona na drodze destylacji z uktadu zawierajacego NaOH i KMnQ,,
a nastegpnie redestylowana. Badania kinetyczne prowadzono w uktadzie metanol-woda
8:1 (v/v).

Napary przygotowywano z 10g powietrznie suchych lisci szalwii lub rozmarynu
oraz 100 cm® wrzacej wody. Po ochtodzeniu napary saczono i uzupetniano woda rede-
stylowana do 100 cm’. W celu oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej pobierano
od 0,5 do 2,0 cm’ tak otrzymanych naparéw, uzupeliano woda do lacznej objetosci 2
cm’, dodawano 2 cm’ metanolu oraz 6 cm’ metanolowego roztworu DPPH.

Ekstrakty przygotowano na drodze ekstrakcji 20 g powietrznie suchych lisci szat-
wii lub rozmarynu w aparacie Soxhleta w temperaturze wrzenia stosowanych rozpusz-
czalnikow w ciagu 4 godzin, a otrzymane produkty zatezano pod prozniag w temperatu-
rze ponizej 40°C do catkowitego usunigcia stosowanego rozpuszczalnika. Suchg pozo-
stato$é rozpuszzano w 50 cm’ metanolu, a nastepnie pobierano okreslona ilo$é z przy-
gotowanego roztworu i rozcienczano w 10ml metanolu. Dokonywano kolejnych roz-
cienczen w celu ustalenia okreslonego stgzenia roztworu, potrzebnego przeprowadze-
nia badan kinetyki wygaszania rodnika DPPH.

Napary otrzymano przez zalanie odwazki rozdrobnionego rozmarynu lub szatwii
przy uzyciu stalej ilosci wrzacej wody redestylowanej. Otrzymane mieszaniny utrzy-
mywano wstanie fagodnego wrzenia przez 15 minut a nastgpnie schtodzono do tempe-
ratury pokojowej i rozcienczono woda redestylowana do statej objetosci. Badania kine-
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tyki procesu zaniku rodnika DPPHe w obecnosci zmiennych objgtosci badanych eks-
traktow przeprowadzono metoda spektrofotometryczna przy dhugosci fali 515 nm
(maksimum absorpcji rodnika DPPHe¢). Pomiary wykonywano przy uzyciu spektrofo-
tometru Genesis Il firmy Milton Roy polaczonego z komputerem klasy PC poprzez
interfejs RS232.

Wiyniki i dyskusja

W celu doswiadczalnego okreslenia aktywnosci przeciwrodnikowej ekstraktow
(lub naparéw) przygotowanych z badanych roslin wykorzystano pomiar szybkosci
procesu wygaszania rodnika DPPHe w roztworach wodno-metanolowych. Na rys. 3.
4. przedstawiono przyktadowe wyniki badan kinetyki procesu wygaszania rodnika
DPPH?e przy zastosowaniu réznych stgzen ekstraktow szatwii.
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Rys. 3. Kinetyka zmian absorbancji roztworéw rodnika DPPHe w obecnosci réznych ilosci metanolowego
ekstraktu szatwi (S). DPPHe = 0,107 mM. Stezenie ekstraktu szatwii [mg/10 cm®]: A — 0,2; B — 0,6; C —
0,8;D— 1,0, E— 1,4; F—3,0.

Fig. 3. Kinetics of the absorbance changes for DPPHe solutions in the presence of various quantities of
methanol extract of sage (S). DPPH+ = 0.107 mM. Sage extract concentration [mg/10 em’: A-02; B -
06,C-08,D-1.0;E-14;F-3.0.

Rys. 5 stanowi typowy przyklad badan kinetycznych aktywnosci przeciwutlenia-
jacej ekstraktéw rozmarynu. Przedstawia on wyniki badan kinetyki procesu wygasza-
nia rodnika DPPH przy zastosowaniu roznych ekstraktéw metanolowych.
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Rys. 4. Kinetyka zmian absorbancji roztworéw rodnika DPPHe w obecnos$ci roéznych ilosci acetonowego
ekstraktu szatwii (S). DPPHe = 0,107 mM. Stezenie ekstraktu szatwii [mg/10 em®]: A—0,2; B—0,6;C—
0,8;D-1,0; E-1,4; F-3,0.

Fig. 4. Kinetics of the absorbance changes for DPPHe solutions in the presence of various quantities of
acetone extract of sage (S). DPPHe = 0.107 mM. Sage extract concentration [mg/10 em’]: A — 0.2; B —
0.6;,C-0.8;D-1.0;E—1.4;F-3.0.
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Rys. 5. Kinetyka zmian absorbancji roztworéw rodnika DPPHe w obecnosci réznych ilosci metanolowego
ekstraktu rozmarynu (R). DPPHe = 0,107 mM. St¢zenie ekstraktu rozmarynu [mg/10 em’: A-0,2;B—
0,6;C-0,8;,D-1,0; E—1,4.

Fig. 5. Kinetics of the absorbance changes for DPPHe solutions in the presence of various quantities of
methanol extract of rosemary (R). DPPH+ = 0.107 mM. Rosemary extract concentration [mg/10 cm®]: A —
02;B-0.6;C-0.8;,D-1.0;E-1.4.
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Jak wynika z przedstawionych danych przedstawionych na rys. 3-5 szybko$¢ za-
niku rodnika DPPHe w znaczacy sposob zalezy zarowno od stezenia uzytego ekstraktu
szatlwii lub rozmarynu a takze od rodzaju rozpuszczalnika zastosowanego w procesie
ekstrakcji tych surowcow roslinnych. Juz wyniki badan wstepnych wykazaty, ze pod
wzgledem kinetycznym badany proces jest zlozony. Jednak blizsza analiza danych
doswiadczalnych wskazuje, ze w poczatkowym okresie przebiegu reakcji w uktadzie
DPPHe — ekstrakt (lub napar) wyniki do§wiadczalne mozna z dobrym przyblizeniem
opisa¢ rownaniem kinetycznym [-rzg¢du:

A=A, +(4,-4,)-e™
gdzie: A, — absorbancja roztworu w czasie zerowym, A _— absorbancja roztworu

w czasie nieskonczenie dtugim, k — stata szybkosci procesu pierwszorzgdowego.

Wartosci parametrow A,, A, oraz k wyznaczono przy uzyciu nieliniowej metody

najmniejszych kwadratow z wykorzystaniem algorytmu Levenberga-Marquardta. Po-
czatkowa szybko$¢ badanego procesu dezaktywacji rodnika DPPHe, 7, , przez ekstrakty

w ukladach zawierajacych zmienne ilosci ekstraktow wyznaczono na podstawie gra-
nicznej wartos$ci szybko$ci zmian absorbancji roztwordw odniesionej do absorbancji
poczatkowej. Tak zdefiniowana poczatkowa szybko$¢ procesu przyjmuje postac:

Bledy dopasowania analizowanej funkcji oszacowano z wykorzystaniem makro-
polecenia X-Numbers ver. 5.6 [10] zaimplementowanego w arkuszu kalkulacyjnym
MS Excel 2007.

Na rys. 6 przedstawiono wyniki badan wptywu objetosci ekstraktu szatwii na war-
to$¢ poczatkowej szybko$ci zaniku rodnika DPPHe, 1y, w roztworach. W przypadku
badanych ekstraktow rozmarynu i szatwii proces wygaszania rodnika DPPHe przez te
ekstraktu jest procesem pseudopierwszorzgdowym.

Wykazano, ze dodatek niewielkich ilo$ci badanych ekstraktow zwigksza szybkos¢
procesu wygaszania rodnika DPPHe w stosunku do uktadéw bez tych dodatkow. Zau-
wazono takze, ze rodzaj rozpuszczalnika zastosowanego w procesie ekstrakcji zarowno
szatwii jak i rozmarynu w sposob znaczacy wptywa na szybko$¢ procesu dezaktywacji
rodnika DPPHe. Wynik ten w sposob jednoznaczny wskazuje na istotne réznice w za-
rowno w rodzaju jak i zawarto$ci substancji przeciwutleniajacych ekstrahowanych
z badanych roslin przy uzyciu r6znych ekstrahentow.
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6. Wpltyw stezenia ekstraktu z szalwii na poczatkowa szybko$¢ wygaszania rodnika DPPHe. Symbo-

le: A —aceton, B — metanol, C — woda, D — octan etylu, E — heksan.

Fig.

6. Effect of sage extract concentration on the initial rate of DPPHe radical quenching. Symbols: A —

acetone, B — methanol, C — water, D — ethyl acetate, E — hexane.

Whioski

1.

Stwierdzono, ze aktywno$¢ przeciwrodnikowa badanych ekstraktow szatwii zalezy
gtownie od rodzaju zastosowanego ekstrahentu i maleje ona w nastepujacej kolej-
nosci: heksan > octan etylu > woda > metanol > aceton. Podobna kolejno$¢ roz-
puszczalnikoéw ustalono takze dla ekstraktow rozmarynu. Oznacza to, ze wysoka
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca wykazuja ekstrakty uzyskane przy zastosowaniu
rozpuszczalnikow o nizszej polarnosci.

Zaobserwowana tendencja wydaje si¢ potwierdza¢ stosowany w polskiej kuchni
zwyczaj dodatku rozmarynu jako substancji przedtuzajacej trwato$¢ substancji
thuszczowych. Przyktadowo, szalwig stosuje si¢ jako dodatek do potraw z ro$lin
straczkowych i tlustych migs, podczas gdy smak i aromat rozmarynu dobrze har-
monizuje z niektérymi potrawami migsnymi (np. baranina, dziczyzna) oraz rybami.
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ANTIRADICAL ACTIVITY OF SAGE AND ROSEMARY EXTRACTS

Summary

Results of experimental work on antiradical activity of extracts form sage and rosemary are presented.
Antiradical activity was determined based on kinetics of the quenching of DPPHe radical in the aqueous-
solutions of resulting extracts. It was found that the experimentally observed antiradical activity mainly
depends on extrahent used and it decreases in the following order: hexane > ethyl acetate > water > me-
thanol > acetone.

Key words: sage, rosemary, antiradical activity, DPPH, kinetics
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