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URSZULA SAMOTYJA, ALEKSANDRA URBANOWICZ

PRZECIWUTLENIAJACE WEASCIWOSCI HANDLOWYCH
EKSTRAKTOW Z ROZMARYNU

Streszczenie

W pracy poréwnano wlasciwosci przeciwutleniajace handlowych ekstraktéw z rozmarynu. Oceniono
ich wlasciwosci przeciwrodnikowe (test z rodnikiem DPPH") i redukujace (test FRAP). Oznaczono takze
zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogdtem oraz o-difenoli.

Wykazano zréznicowanie wtiasciwosci przeciwutleniajacych badanych ekstraktow. Wlasciwosci
przeciwutleniajace preparatéw z rozmarynu stanowia wypadkowa wielokierunkowego charakteru
dziatania zwiazkéw aktywnych. Ekstrakt Stabiloton OS (Oil-Soluble), wyprodukowany przez firm¢ Raps,
byt najbardziej aktywnym preparatem, zaréwno pod wzglgdem wlasciwosci przeciwrodnikowych, jak i
redukujacych, zawieral takze najwigcej zwiazkow fenolowych sposréd badanych ekstraktéw. Ogdlna
zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych wynosita od 3,5 do 14 g/100 g handlowego ekstraktu, z czego od 14 do
27% stanowily zwiazki o strukturze o-difenoli. Na wiasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow z
rozmarynu mogta wptywac¢ zaréwno ilos¢, jak i sktad jakosciowy zwiazkéw fenolowych w preparacie.

Stowa kluczowe: rozmaryn, naturalne przeciwutleniacze, DPPH’, aktywnos¢ przeciwutleniajaca, zwiazki
fenolowe

Wprowadzenie

Utlenianie lipidéw prowadzi do obnizenia jakosci zywnoSci, konsekwencja tych
procesOw jest bowiem obnizenie trwato$ci, wynikajace z pogorszenia cech
sensorycznych, spadku warto$ci odzywczej oraz zmniejszenia bezpieczenstwa
zdrowotnego produktéw spozywczych. Zmiany te dotycza nie tylko kwasow
tluszczowych, lecz réwniez sktadnikéw frakcji nieglicerydowej, takich jak witaminy
czy sterole [21].

Degradacja wodoronadtlenkéw, pierwotnych produktéw utleniania, prowadzi do
powstania szerokiej gamy zwiazkéw lotnych, wywierajacych bezposredni wptyw na
smak i zapach ttuszczéw [6]. Najbardziej podatne na procesy oksydacyjne sa kwasy
tluszczowe o wysokim stopniu nienasycenia. Rownolegle z procesami zachodzacymi w
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kwasach ttuszczowych zachodzi utlenianie witamin A, E, D i B-karotenu, obecnych we
frakcji lipidowej, oraz innych witamin, wystgpujacych w produktach spozywczych [2].
Produkty utleniania kwaséw tluszczowych moga reagowa¢ z nielipidowymi
sktadnikami Zywnosci, np. aminokwasami biatek, zmniejszajac ich strawnos$¢ i
przyswajalnos¢ [21].

Podczas utleniania lipidéw powstaja zwiazki mogace wywotywaé negatywny
wplyw na zdrowie cztowieka [10]. Naleza do nich m.in. wolne rodniki oraz produkty
utlenienia steroli. Przypuszcza sig, ze toksyczne oddziatywanie wolnych rodnikéw jest
przyczyna zmian miazdzycowych, schorzen ukladu sercowo-naczyniowego oraz
wystgpowania wielu innych stanéw chorobowych [1]. Niepozadane dziatanie rodnikéw
lipidowych w patogenezie miazdzycy polega m.in. na modyfikowaniu lipoprotein
LDL, co skutkuje uszkodzeniem S$rédblonka naczyniowego i zapoczatkowaniem
procesu powstawania blaszki miazdzycowej [4]. Produkty utlenienia steroli, tzw.
oksysterole i oksyfitosterole, powstaja w organizmie cztowieka pod wptywem
enzymOw na szlakach syntezy kwaséw zoétciowych i hormonéw steroidowych oraz w
konsekwencji dziatania wolnych rodnikéw, a takze w zZywnosci — w trakcie proceséw
obrobki technologicznej i podczas niewlasciwego lub dlugotrwatego przechowywania
produktéw spozywczych [9, 22]. Powoduja one uszkodzenie $rédbtonka
naczyniowego, przyczyniajac si¢ do rozwoju miazdzycy. Oksysterolom przypisuje si¢
tez dziatanie kancerogenne i mutagenne [8, 23].

Jednym ze sposobow zapobiegania niekorzystnym zmianom oksydacyjnym
lipidéow zywnosci jest stosowanie przeciwutleniaczy. Mimo, ze syntetyczne
przeciwutleniacze sa stosunkowo niedrogie i tatwo dostgpne, doniesienia o ich
potencjalnym toksycznym oddziatywaniu wywotaty dyskusje [11]. Brak zaufania
konsumentéw do zwiazkéw syntetycznych przejawit si¢ rosnacym zainteresowaniem
zwiazkami pochodzenia naturalnego, w opinii powszechnej uznawanymi za
bezpieczne. Przedmiotem zainteresowania producentdéw zywno$ci sa preparaty
ro$linne, akceptowane przez konsumentéw nie tylko ze wzgledu na naturalne
pochodzenie surowca, ale tez z powodu mozliwego korzystnego oddzialywania na
organizm czlowieka. Cennym zrédlem przeciwutleniaczy sa ziola i ro$liny
przyprawowe, np. rozmaryn, szalwia, oregano, tymianek, migta, melisa, imbir [13].
Niektére z nich od wiekéw byly wykorzystywane jako sktadniki aromatyzujace w
produktach spozywczych. Jedna z ro$lin przyprawowych, ktéra znalazta zastosowanie
do produkcji handlowych preparatéw przeciwutleniajacych jest rozmaryn (Rosmarinus
officinalis), wpisany na list¢ GRAS [ang. Generally Recognized As Safe] jako
substancja uznawana za bezpieczna.

Wsréd  silnie  dziatajacych aktywnych sktadnikéw ekstraktu z rozmarynu
zidentyfikowano karnozol i kwas karnozynowy. Do innych aktywnych sktadnikéw
ekstraktu z rozmarynu nalezy kwas rozmarynowy, rozmanol, rozmadial, epirozmanol,
izorozmanol, karnozynian metylu, rozmarynodifenol, rozmarynochinon, 7-
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metyloepirozmanol, kwas kawowy oraz wiele innych zwiazkéw, ktérym przypisuje si¢
dziatanie synergistyczne [13, 19, 20, 16]. W suszonym rozmarynie stwierdzono od 1,7
do 3,9% kwasu karnozynowego, 0,2-0,4% karnozolu [12] oraz 0,2-4,3% kwasu
rozmarynowego [5].

Celem pracy bylo poréwnanie handlowych ekstraktéw z rozmarynu pod
wzgledem witasciwo$ci przeciwutleniajacych (przeciwrodnikowych i redukujacych) i
zawartosci zwiazkéw fenolowych.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byty komercyjne ekstrakty z rozmarynu: Stabiloton OS (Oil
Soluble), Stabiloton WS (Water Soluble), wyprodukowane przez firm¢ Raps (Niemcy),
otrzymane od firmy Prowana z Radzymina, oraz Guardian 08, Guardian 09, Guardian
11, ktérych producentem byta firma Danisco Cultor z Danii.

Ekstrakty OS 1 WS, wystepujace w formie sproszkowanej, uzyskane zostaty
z rozmarynu metoda ekstrakcji dwutlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym. Wedtug
informacji na opakowaniu, ekstrakt OS zawieral 30% (£3%) substancji aktywnych
(diterpenéw fenolowych), ekstrakt WS-9% (x1%). Ekstrakty Stabiloton zawierajq takie
substancje technologiczne, jak: dwutlenek krzemu (E 551), olej jadalny, a WS
dodatkowo chlorek sodu i mono- i diglicerydy kwasow tluszczowych estryfikowane
kwasem mono- i diacetylowinowym (E 472e) (informacja na opakowaniu). Producent
zadeklarowat stabilno$¢ substancji aktywnych w temp. nizszej niz 130°C. Ekstrakt OS
jest zalecany do stabilizacji fazy lipidowej zywnos$ci, w ilosci 0,2-0,35 g/kg tluszczu,
a WS do stosowania w uktadach ttuszczowych zawierajacych wode, w ilosci 0,4—
0,8 g/kg ttuszczu.

Ekstrakty Guardian 08 i 09 wystepuja w formie ptynnej, ekstrakt 11 w formie
sproszkowanej. Zgodnie z deklaracja producenta zawieraja one 5% diterpendéw
fenolowych. W ich sktad wchodza ponadto mono- i diglicerydy kwaséw ttuszczowych,
mono- i diglicerydy kwaséw tluszczowych estryfikowane kwasem octowym (E 472a)
(ekstrakt 08), glikol propylenowy inaturalny ekstrakt z rozmarynu (08 109),
monooleinian polioksyetylenosorbitolu (E 434) (ekstrakt 09) oraz maltodekstryna
(ekstrakt 11).

Zakres badan obejmowat oceng aktywnos$ci przeciwrodnikowej w teScie
zrodnikiem DPPH’, oceng¢ wilasciwosci redukujacych (test FRAP), oznaczenie
zawartos$ci zwiazkéw fenolowych ogétem oraz o-difenoli.

Badanie aktywno$ci przeciwrodnikowej ekstraktéw rozmarynu prowadzono
wedlug metody Sanchez—Moreno i wsp. [17], z modyfikacja polegajaca na uzyciu
etanolowego roztworu DPPH" (1,1-difenylo-2-pikrylhydrazyl, Sigma-Aldrich, 0,025 g/
1000 cm® 96% etanolu).

Oznaczenie polegato na pomiarze absorbancji i obserwacji jej zmian, ktére
zachodzity podczas inkubacji rodnika DPPH" z aktywnymi sktadnikami ekstraktow
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rozmarynowych. Zakres stezen ekstraktéw w ukladzie reakcyjnym i czgstotliwosé
pomiaréw ustalano do$wiadczalnie. Stgzenie DPPH" w ukfadzie reakcyjnym i ilo$¢
niewygaszonego (pozostalego w uktadzie) rodnika DPPH' obliczano na podstawie
sporzadzonej krzywej wzorcowe;j.

Pomiaréw dokonywano przy A = 515 nm za pomoca spektrofotometru Genesys 2
(Milton Roy). Wykonywano 3 réwnolegle oznaczenia préb kazdego z ustalonych
stezen ekstraktu.

Miara aktywnosci przeciwrodnikowej byt parametr AE, uwzgledniajacy zaréwno
szybko$¢, jak 1 sile dziatania przeciwutleniaczy. AE wyznaczano zgodnie z
réwnaniem:

1
~ EC,,-T EC,,

w ktérym: AE — aktywno$¢ przeciwrodnikowa,
ECs) — stezenie przeciwutleniacza potrzebne do obnizenia poczatkowej
zawartosci DPPH’ o polowg, przy braku dalszego spadku absorbancji,
T ECsy — czas potrzebny do osiagnigcia stalego stezenia DPPH’ przy
stezeniu ekstraktu wynoszacym ECs,.

Wiasciwoscei redukujace badanych ekstraktow oceniono na podstawie testu FRAP
(ang. Ferric-Reducing Antioxidant Power) [3]. Oznaczenie polegalo na pomiarze
absorbancji i obserwacji jej wzrostu przy A = 593 nm, ktére nastgpowaly podczas
inkubacji odczynnika FRAP z aktywnymi sktadnikami ekstraktéw, na skutek redukc;ji
Fe" — TPTZ (Fe*™ — tripyridylotriazyna, Fluka) do Fe"~TPTZ. Wartosci FRAP (w
uM/1000 cm®) poszczegdlnych prébek wyznaczano na podstawie krzywej wzorcowej
[24]. Pomiaréw dokonywano w spektrofotometrze Genesys 6 (Thermo Spectronic).
Wykonywano 3 réwnolegte oznaczenia kazdego preparatu.

Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogétem w ekstraktach z rozmarynu oznaczano
metoda spektrofotometryczna przy dlugosci fali A=725 nm z zastosowaniem
odczynnika Folina-Ciocalteu’a (Sigma-Aldrich) [18]. Zawarto$¢ o-difenoli w
ekstraktach roslinnych oznaczano spektrofotometrycznie z uzyciem molibdenianu sodu
[POCh] przy dlugosci fali A = 350 nm za pomoca spektrofotometru Genesys 2 (Milton
Roy) [7]. Przeprowadzono cztery réwnolegte oznaczenia kazdego ekstraktu. Zawarto$¢
zwiazkow fenolowych ogélem oraz o-difenoli obliczano na podstawie krzywej
wzorcowej wykonanej z uzyciem kwasu kawowego (Sigma-Aldrich).

W celu poréwnania warto$ci $rednich stosowano analiz¢ wariancji. Istotno$¢
réznic obliczano testem Tukey’a, na poziomie p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Test z rodnikiem DPPH' umozliwit oceng wiasciwosci przeciwrodnikowych
ekstraktow z rozmarynu. Miarg zdolno$ci dezaktywowania wolnych rodnikéw byty
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parametry ECsoi T ECso, §wiadczace o sile oraz szybko$ci dziatania ekstraktéw. Na ich
podstawie wyznaczono parametr aktywnosci przeciwrodnikowej AE.

Wartosci parametrow ECsy i T ECsy przedstawiono w tab. 1. Najwigksza sila
dzialania, mierzona jako ECs, charakteryzowal si¢ ekstrakt OS. Relatywnie niska
warto$¢ parametru ECsy nalezy interpretowa¢ w ten sposob, ze do neutralizowania
potowy ilosci rodnika DPPH" wystarczy mniejsza ilo$¢ ekstraktu OS niz pozostatych
badanych preparatéw. Pod wzgledem parametru T ECs, najlepszy byt ekstrakt 11,
ktéry w najkrétszym czasie dezaktywowat potowe¢ wolnych rodnikéw obecnych w
uktadzie. Nalezy zauwazy¢, ze rezultat ten osiagnigto przy stosunkowo duzym stgzeniu
ekstraktu 11.

Tabela 1
Parametry aktywnosci przeciwrodnikowej ekstraktéw rozmarynu.
Parameters of the antiradical activity of rosemary extracts.
Ekstrakt Zakres stgzen EC.
. . 50 o
handlow?/ [g ekstraktu / kg DPPH ] [ ekstraktu / kg DPPH'] T EC.SO
Commercial Ranges of concentrations [z of extract / ke DPPH'] [min]
extract [g of extract / kg DPPH'] £ £
0S 163-1630 758 21,0
WS 815-4897 2174° 28,0°
08 815-4897 2604 ¢ 145°¢
09 815-4897 2538 ¢ 135°¢
11 815-4897 3165 ¢ 11,0¢

Objasnienia:/ Explanatory notes:

"ECs, — stezenie przeciwutleniacza potrzebne do obnizenia poczatkowej zawartosci DPPH' o potowe / the
concentration level of antioxidant necessary to decrease the initial DPPH" concentration by 50%,

T ECs — czas potrzebny do osiagniccia stalego stezenia DPPH' przy stezeniu ekstraktu wynoszacym
ECs5,/ the time needed to reach a steady state at a concentration level corresponding to ECsy,

“Wartosci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami réznia si¢ statystycznie istotnie miedzy
soba (p < 0,05), n = 3 / mean values within each column and denoted by different letters are statistically
significantly different (p < 0,05), n = 3.

Wartosci obliczonego parametru AE, bedacego miarg catkowitej aktywnos$ci
przeciwrodnikowej, przedstawiono na rys. 1. Stwierdzono zréznicowanie wtasciwosci
przeciwrodnikowych badanych ekstraktow. Najwyzsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowa
(AE) wykazywat ekstrakt OS, ekstrakty 08, 09 i 11 $rednia, a ekstrakt WS najnizsza.
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Rys.1.  Aktywnos¢ przeciwrodnikowa ekstraktéw z rozmarynu oznaczona w tescie z DPPH".
Fig. 1.  The antiradical activity of rosemary extracts measured using a test with DPPH".

Objasnienia:/ Explanatory notes:
"Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie migdzy soba (p < 0,05), n =
3 / Mean values denoted by different letters are statistically significantly different (p < 0,05), n = 3.
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Rys. 2. Sila redukujaca ekstraktéw z rozmarynu oznaczona w tescie FRAP.
Fig. 2.  Ferric-Reducing Antioxidant Power of rosemary extracts.

Objasnienia: / Explanatory notes:
"Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami réznia sig statystycznie istotnie migdzy soba (p < 0,05), n = 3
"Mean values denoted by different letters are statistically significantly different (p < 0,05), n = 3.
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Obliczone wartosci ECsy badanych ekstraktow moga wydawaé si¢ wysokie
w poréwnaniu z danymi literaturowymi odnoszacymi si¢ do czystych wzorcéw [14, 15,
17], co wynika ze sposobu wyrazenia st¢zenia ECso. W pracach badawczych jest ono
najczgsciej wyrazone jako ilo$¢ substancji aktywnej w odniesieniu do ilosci DPPH’, co
w szczegdlnosci dotyczy oceny aktywnosci pojedynczych przeciwutleniaczy. W
niniejszej pracy stezenie ECsy wyrazano jako ilo$¢ ekstraktu w stosunku do iloSci
DPPH'. Wyrazenie aktywnosci przeciwrodnikowej w przeliczeniu na mas¢ preparatu,
a nie zwiazkéw aktywnych (np. zwiazkéw fenolowych), zwiazane jest z praktycznym
aspektem stosowania ekstraktéw zrozmarynu. Badane preparaty z rozmarynu
zawieraja bowiem w swym sktadzie wiele substancji technologicznych, utatwiajacych
ich aplikacje. Zastosowany sposéb wyrazenia st¢zenia ECsyp w pelni umozliwit
poréwnanie aktywnosci przeciwrodnikowej handlowych ekstraktow.

1
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285 5
- 10,0
29888
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DOzwiazki fenolowe ogoétem / total phenolics @ o-difenole / o-diphenols

Rys. 3. Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogétem i o-difenoli w ekstraktach z rozmarynu.
Fig. 3.  Content of total phenolic compounds and o-diphenols in rosemary extracts.

Objasnienia: / Explanatory notes:

n.m. — nie mierzono / not measured,

Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie migdzy soba (w ramach
danej grupy zwiazkéw fenolowych) (p < 0,05), n = 4 / Mean values denoted by different letters are
statistically significantly different (within a given group of phenolic compounds) (p < 0,05), n = 4.

Zdolno$¢ redukcji jonéw metali jest jednym z mechanizméw dziatania
przeciwutleniaczy, obok dezaktywacji wolnych rodnikéw. Dziatanie tego mechanizmu
jest typowe dla przeciwutleniaczy wtérnych [6]. Wyniki testu FRAP (rys. 2) wskazuja,
ze najwigksze wilasciwosci redukujace miat ekstrakt OS. Nastepne w kolejnosci byty
ekstrakty: 09, WS, 081 11.

Ogélna zawartos¢ zwiazkéw fenolowych w ekstraktach wynosita od 3,5 do
14 ¢/100 g ekstraktu handlowego, z czego od 14 do 27% stanowily zwiazki o
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strukturze o-difenoli (rys. 3). W ekstrakcie 08 nie oznaczono zawarto$ci o-difenoli ze
wzgledu na zmetnienie probki.

Najwigcej zwiazkéw fenolowych zawieral ekstrakt OS, ktéry réwnoczesnie
charakteryzowat si¢ najsilniejszymi wlasciwosciami antyrodnikowymi 1 sita
redukujaca. Z kolei ekstrakt 09, ktéry w pordwnaniu z innymi ekstraktami wykazywat
stosunkowo duza aktywno$¢ przeciwutleniajaca, zawierat relatywnie mato zwiazkow
fenolowych.

Jednym z czynnikéw decydujacych o sile redukujacej preparatow z rozmarynu
moze by¢ zawarto$¢ substancji fenolowych wchodzacych w sktad ekstraktu, przy czym
istotna moze by¢ nie tylko catkowita ich zawartos¢, ale réwniez rodzaj i wtasciwosci
poszczegdlnych zwiazkow.

Whioski

1.  Komercyjne ekstrakty z rozmarynu réznig si¢ aktywno$cia przeciwutleniajaca.
Ich wlasciwosci przeciwutleniajace stanowiag wypadkowa wielokierunkowego
charakteru dziatania zwiazkéw aktywnych. Ekstrakt OS byl najbardziej
aktywnym preparatem, zaréwno pod wzgledem wiasciwosci
przeciwrodnikowych, jak i redukujacych.

2. Na wiasciwosci przeciwutleniajace ekstraktéw z rozmarynu moze wpltywac
zaréwno ilo$¢, jak i sktad jakosciowy zwiazkéw fenolowych w preparacie.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF COMMERCIAL EXTRACTS OF ROSEMARY
Summary

In the paper, the antioxidant activity of commercial extracts of rosemary was assessed, as were their
antiradical (test with DPPH" radical) and reducing properties (test FRAP). Contents of total phenolic
compounds and of o-diphenols were determined.

It was proved that the antioxidant activity of rosemary extracts under analysis varied. Antioxidant
properties of the rosemary preparations were the resultant of multidirectional activity of their compounds.
The Stabiloton OS extract (oil-soluble), a product of a ‘Raps’ company, was the most active preparation
from the point of view of both the antiradical and the reducing properties; it also contained the highest
amount of phenolic compounds compared to all the preparations analyzed. The total content of phenols
ranged from 3,5 to 14g per 100g of commercial extract; and the compounds showing an o-Diphenol
structure covered from 14% to 27% of the total content of phenolics. The antioxidant properties of
rosemary extracts could be affected by both the quantity and the qualitative profile of phenolic
compounds contained in a preparation.
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