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Celem pracy byto badanie wyciqgow z zielonej herbaty (EHZ) otrzymanych
na bazie 50% i 80% roztworu 1,2-propanodiolu w wodzie w réznych tempe-
raturach i roznych czasach prowadzenia ekstrakcji. Wlasciwosci antyoksyda-
cyjne otrzymanych ekstraktow badano spektrofotometrycznie wykorzystujqcych
zdolnosé do chelatowania jonow zZelaza(Il). Na podstawie otrzymanych wynikow
okreslono jak skiad rozpuszczalnika, czas i temperatura ekstrakcji majq wplyw
na zdolnos¢ ekstraktow herbaty do chelatowania zelaza.

Hasta kluczowe: zielona herbata, wlasciwosci przeciwutleniajace (antyoksydacyjne),
chelatowanie zelaza (I1).
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Skladnikami herbaty odpowiadajacymi za dziatanie antyoksydacyjne sa flawono-
idy. Wiasciwosci antyoksydacyjne sa Scisle zwiazane z budowa chemiczna polife-
noli. Jako$ciowe (SAR) i ilo§ciowe (QSAR) badania zalezno$ci pomigdzy struktura
1 aktywnos$cia doktadnie okreslaja, ktore fragmenty czasteczki flawonoidéw maja
znaczenie dla dziatania przeciwutleniajacego. Aktywno$¢ antyoksydacyjna flawo-
noidéw zalezy od liczby i miejsca podstawienia grup —OH w pierscieniu A i B ( ryc.
litab. I) (1, 2).

Ryec. 1. Elementy struktury flawonoidow wplywajace na aktywno$¢ antyoksydacyjna (1).
Fig. 1. Elements of flavonoid structure responsible for the antioxidant activity.

* Pracg wykonano w ramach badan statutowych UM w Lodzi 503/3-016-03/503-01
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Tabela |. Zalezno$¢ struktura — aktywno$¢ antyoksydacyjna flawonoidow (1, 2)
Table I. The relationship between the structure and antioxidant activity of flavonoids

Element budowy chemicznej flawonoidow Skutek dla aktywnosci antyoksydacyjnej

Nadaje wysokg stabilnos¢ flawonoidowych fe-
noksylowych rodnikéw na drodze zetkniecia
z wodorem lub wzmozonej delokalizacji elek-
tronu

Podstawnik 3’,4’-diOH w pierscieniu B

Podstawniki — OH w pierscieniu A (struktura ka-
Brak podstawnika 3’,4’-diOH w pierscieniu B techolu) moga rekompensowac ten brak i po-
wodowacé wigkszg zdolnosé przeciwrodnikowg

Wiagzanie podwojne C2-C3 (sprzezenie z pod- | Zwieksza aktywnos$¢ wymiatajacg poprzez de-
stawnikiem karbonylowym) lokalizacje elektronéw z pierscienia B

Podstawnik -OH w pozycji C3,C5i C7 Zapewnia wysokg aktywnos¢ wymiatajgca

Flawonoidy herbaty i ich metabolity moga redukowac stres oksydacyjny na dro-
dze kilku mechanizmow, ktore zaleza od ich struktury chemicznej. Jednym z mecha-
nizméw jest chelatowanie jonéw metali (np. zelaza
lub miedzi). W normalnych warunkach zelazo jest
transportowane i magazynowane przez specyficzne
biatka (transferyna, ferrytyna). Zapobiega to reak-
cji wolnych jonow zelaza z reaktywnymi formami
tlenu (ROS) (3). Jony Zelaza uczestniczac w reak-
cji Fentona generuja *OH. Te z kolei tatwo reaguja
z lipidami powodujac ich peroksydacj¢. Moze to by¢
N/ jedna z przyczyn rozwoju wielu chordb sercowo-na-
czyniowych. Dlatego tez, istotne jest poszukiwanie
Ryc. 2. Miejsca kompleksowania  gyphstancji posiadajacych zdolnoéé chelatowania jo-
jonéw metali w czasteczce flawo- . :
noidu (1), noéow metgh. (4). .

Fig. 2. Metal ion complexing loci Czynniki chelatujace tworza kompleksy z metala-
g. 2. Metal ion complexing loc R . .
in flavonoid molekule. mi dzigki wigzaniom sigma. W czasteczce katechi-

ny miejscem wigzacym jon metalu sa: podstawnik
0-3,4’-diOH w pierscieniu B, grupy —OH w pozycjach C3 i C5 oraz grupa karbony-
lowa (5) (ryc. 2). Dowiedziono, ze zwiazki kompleksujace sa skutecznymi antyok-
sydantami, poniewaz redukuja potencjat red-oks i tym samym stabilizuja utleniona
formg jonu metalu (6). Utlenianie galusanu epigallokatechiny (EGCG) w $rodowi-
sku jelita cienkiego prowadzi do powstania produktow dimerycznych. Zwiazki te
wykazuja znaczng aktywno$¢ chelatownia jondéw zelaza (7).

MATERIALY I METODY

Ekstrakty z zielonej herbaty wykonano zgodnie z przepisami podanymi w litera-
turze (8).

W pracy zastosowano 1,2-propanodiol jako rozpuszczalnik w stez. 50% 1 80%
(roztwory wodne, v/v). Dla kazdego stezenia rozpuszczalnika ekstrakcje prowadzono
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w dwoch temp.: 24 £ 0,5°C (temperatura pokojowa) 1 60 = 0,5°C. W kazdej tempera-
turze ekstrakcja prowadzona byta w czterech roznych czasach ekstrakeji (tab. II).

Tabela Il. Zestawienie warunkow ekstrakcji zielonej herbaty stosowanych w pracy
Table Il. Conditions of green tea extraction used in the experiment

. - Rodzaj Stezenie Temperatura | Czas ekstrakc;ji
Surowiec roslinny . . . .
rozpuszczalnika | rozpuszczalnika ekstrakgciji w min
50% (roztwor 24°C 15; 30; 60; 120
,,Herbaty z daleka” WOdﬂy, V/V) 60°C 15; 30; 60; 120
— Zielona herbata 1,2-propanodiol -
z Azji Pofudniowej 80% (roztwor 24°C 15; 30; 60; 120
wodny, v/v) 60°C 15; 30; 60; 120

W kolbie okraglodennej umieszczano 5 g sproszkowanej zielonej herbaty i za-
lewano 100 cm’ roztworu 1,2-propanodiolu (wodny roztwor, v/v). Ekstrakcje pro-
wadzono w okreslonych temperaturach przez 15, 30, 60 i 120 min. Po zakonczeniu
ekstrakcji, ciecz saczono przez saczek karbowany do kolby miarowej o poj. 100
cm’. Gotowe wyciagi byty przechowywane w temp. —18 + 0,5°C w warunkach ogra-
niczonego dostgpu powietrza i Swiatla.

W celu sprawdzenia, czy otrzymane EZH wchodza w reakcje z jonami Fe*" wy-
konano widma barwnych mieszanin EZH-Fe**-ferrozyna w zakresie UV/VIS z uzy-
ciem spektrofotometru UV4 UNICAM, porownujac trzy elementy widma:

a) absorbancj¢ kazdego EZH,

b) absorbancje kompleksu Fe*"-ferrozyna,

c) absorbancj¢ mieszaniny EZH-Fe*'-ferrozyna.

Wartoscia, ktéra odzwierciedlata zdolnos¢ chelatowania badanych EZH, byta ab-
sorbancja barwnego kompleksu Fe**-ferrozyna mierzona przy dt. fali A = 564 nm
(prébka badana). Probe kontrolna stanowila mieszanina 50% lub 80% glikolu pro-
pylenowego, roztworu FeCl, i ferrozyny w odpowiednim stosunku. Pomiar wyko-
nywano w kuwetach o grubosci warstwy 1 = 0,2 cm.

Ilosci poszczegdlnych reagentdw oraz wartosci absorbancji dla poszczegdlnych
probek przy dt. fali A = 564 nm zestawiono w tab. III. Otrzymane widma w zakresie
UV/VIS wykorzystano do obliczen. Przyktadowe widma przedstawiono na ryc. 3.

Nizsza warto$¢ absorbancji mieszaniny reakcyjnej wskazuje na wigksza zdolno$¢
chelatowania jonow Fe*". Efekt chelatowania zelaza(II) obliczono w procentach wg
wzoru:

proby kontrolnej

efekt chelatowania (%) = {1 - Apmbk'badm} x 100

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zdolnos¢ chelatowania oznaczano spektrofotometrycznie. Do tego badania wy-
korzystano roztwory chlorku zelaza(Il) i zwiazku o nazwie ferrozyna — znanego
z silnych wiasciwosci wiazania jonow Fe™".
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Kazdy z badanych EZH (np. 50%, 24°C, 15, 30, 60 i 120 min.) w iloéci po 5 cm’
zmieszano z 1,0 cm® roztworu FeCl, o stez. 2 mmol/dm’ i inkubowano przez 10
min w temperaturze pokojowej. Nastepnie do kazdej z czterech probek dodano po
2,0 cm’ roztworu ferrozynyo stezeniu 5 mmol/dm’, mieszanine reakcyjna zmieszano

i pozostawiono na 10 min w temperaturze pokojowe;j.

Tabela lll. Dane do obliczenia wtasciwosci chelatujgcych badanych EZH

Table lll. Data for calculating the chelating activity of examined green tea extracts

a2t Absorbancja probki Absorbancja préby
Rodzaj ekstraktu Stosufré(:rl;ZEan-;.Fe ’ badanej przy dt. fali kontrolnej przy di. fali
y L = 564nm A = 564nm

EZH
(50%, 24°C, 15 min) 0811
EZH
(50%, 24°C, 30 min) 0615

50:1,0:2,0 1,324
EZH
(50%, 24°C, 60 min) 0618
EZH
(50%, 24°C, 120 min) 0,450
EZH
(50%, 60°C, 15 min) 0,981
EZH
(50%, 60°C, 30 min) 0,806

5,0:1,25:2,5 1,499
EZH
(50%, 60°C, 60 min) 0678
EZH
(50%, 60°C, 120 min) 0,502
EZH
(80%, 24°C, 15 min) 0,435
EZH
(80%, 24°C, 30 min) 0,404

50:05:1,0 0,746
EZH
(80%, 24°,C 60 min) 0,397
EZH
(80%, 24°C, 120 min) 0315
EZH
(80%, 60°C, 15 min) 1,088
EZH
(80%, 60°C, 30 min) 0,968

50:1,0:2,0 1,304
EZH
(80%, 60°C, 60 min) 0,633
EZH
(80%, 60°C, 120 min) 0,456
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Przyktadowe spektrofotometryczne wyniki przedstawiono ponize;.

1,6
1,4
1,2
% 1
=
8 08
3
2 06
©
04
0,2
/ -
0 . T 3
S M‘% A A N A A
' <~
-0,4
ditugos¢ fali [nm]
50% 1,2-propanodiol + Fe + Ferr (5:1,25:2,5)
e EZH [50%, 60stop., 120min.] + Fe + Ferr (5:1,25:2,5)
""""" EZH [50%, 60stop., 60min.] + Fe + Ferr (5:1,25:2,5)
EZH [50%, 60stop., 30min.] + Fe + Ferr
— T T EZH[50%, 60stop., 15min.] + Fe + Ferr (5:1,25:2,5)

Ryc. 3. Zestawienie widm mieszanin EZH (50%, 60°CO+Fe+Ferr (5:1,25:2,5) A = 564 nm.
Fig. 3. Spectra of green tea extract mixtures (50%, 60°CO+Fe+Ferr (5:1,25: 2,5) A = 564 nm.

Efekty chelatowania badanych EZH przedstawiono graficznie na wykresach. Ze-
brano osobno dane dla réznych stgzen rozpuszczalnika. Poréwnano efekt chelato-
wania dla 50% i1 80% rozpuszczalnika w zaleznosci od czaséw i temperatury ekstra-
howania zielonej herbaty (ryc. 41 5).
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Ryc. 4. Poréwnanie efektow chelatowania EZH wykonanych z 50% 1,2-propanodiolu w dwéch temp.:
24°Ci60°C.

Fig. 4. Chelating of green tea extracts prepared from 50% 1,2-propanediol at two temperatures: 24°C and
60°C.
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Ryc. 5. Porownanie efektow chelatowania EZH wykonanych z 80% 1,2-propanodiolu w dwoch temp.:
24°Ci60°C.

Fig. 5. Chelating of green tea extracts prepared from 80% 1,2-propanediol at two temperatures: 24°C and
60°C.

Poréwnano réwniez zdolno$¢ chelatowania EZH wykonanych z rozpuszczal-
nikéw o réznych stezeniach w odpowiednich temp. — w temperaturze pokojowej
iw 60°C (ryc. 61 7).
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Ryc. 6. Porownanie efektow chelatowania EZH wykonanych z 50% i 80% 1,2-propanodiolu w temp.
24°C.
Fig. 6. Chelating of green tea extracts prepared from 80% 1,2-propanediol at two temperatures: 24°C and
60°C.

Oznaczenie zdolno$ci chelatowania EZH polegato na pomiarze ilosci jonow Fe*
zwiazanych przez nie. Jony Fe (IT) nie zwiazane przez ekstrakt zielonej herbaty, wy-
chwytywane byly przez ferrozyng. Warto$cia, ktora odzwierciedlata zdolno$¢ che-
latowania jonéw zelaza(Il) przez EZH byta absorbancja barwnego kompleksu Fe*'-
ferrozyna. Im mniejsza absorbancja kompleksu, tym wigksza zdolno$¢ chelatowania
jonow zelaza(Il) przez EZH, a tym samym wigksze wlasciwosci antyoksydacyjne
wyciagow.
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Ryc. 7. Porownanie efektow chelatowania EZH wykonanych z 50% i 80% 1,2-propanodiolu w temp.
60°C.

Fig. 7. Chelating of green tea extracts prepared from 50% and 80% 1,2-propanediol at 60°C.

Najnizsza zdolno$¢ chelatowania wykazywat EZH (80%, 60°C, 15 min.); nato-
miast najwigksza — EZH (80%, 60°C, 120 min.).

Z badan wynika, ze zdolno$¢ chelatowania EZH jest proporcjonalna do czasu
prowadzenia ekstrakcji — jest ona najmniejsza w najkrotszych czasach (15 i 30 min)
i najwigksza w najdtuzszych czasach (60 i 120 min). Jest to widoczne zaréwno
w przypadku EZH (50%, 24°C lub 60°C), jak i EZH (80%, 24°C lub 60°C).

Z analizy wplywu temperatury ekstrakcji na efekt chelatowania otrzymanych
wyciagéw wynika, ze ekstrakcja prowadzona w temp. 60°C jest tym wigksza im
dtuzszy czas ekstrakceji: (60 1 120 min) i skutkuje otrzymaniem wyciagoéw o wyzszej
zdolnosci chelatowania. Zalezno$¢ ta jest wlasciwa dla obu stgzen rozpuszczalni-
ka. Natomiast ekstrakty wykonywane w temperaturze pokojowej wykazuja wicksza
zdolnos¢ chelatowania w krotkich czasach ekstrakeji (15 1 30 min).

Biorac pod uwage wplyw stezenia rozpuszczalnika na efektywnos$¢ ekstrakcji
i zdolno$¢ chelatowania stwierdzi¢ mozna, ze wigksza zawarto$¢ wody sprzyja eks-
trakcji sktadnikow odpowiedzialnych za wlasciwosci antyoksydacyjne wyciagow
z zielonej herbaty. Oznacza to, ze EZH (50%, 24°C lub 60°C) posiadaja wigksza
zdolno$¢ chelatowania jonow Fe®* niz EZH (80%, 24°C lub 60°C).

Wyniki otrzymane w pracy pokrywaja si¢ z danymi zamieszczonymi w pis-
miennictwie, gdzie badano wplyw kilku rozpuszczalnikoéw, temperatury i czasu
ekstrakcji na efekt chelatowania wyciagdéw z zielonej herbaty (8). Zdolnosci che-
latowania otrzymanych EZH (80%, 24°C) jest mniejsza niz wyciagdéw na bazie
80% acetonu. Jednakze znacznie przewyzszaja zdolno$ci wyciagdw etanolowych
czy metanolowych.

Poréwnujac wartosci efektow chelatowania wyciagéw otrzymanych w pracy
z danymi literaturowymi (8) mozna ocenié, ze mieszanina 1,2-propanodiolu z woda
stanowi jeden z lepszych rozpuszczalnikéw do ekstrakcji flawonoidéw z zielonej
herbaty. Doda¢ nalezy, ze 1,2-propanodiol, w poréwnaniu z acetonem, nie jest kla-
syfikowany jako substancja niebezpieczna.
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CHELATION OF IRON IONS (II) AS THE METHOD FOR TESTING
OF THE ANTIOXIDANT PROPERTIES

Summary

The aim of this work was to test extracts obtained from green tea using 50% and 80% solutions of
1,2-propanediol in water at different temperatures and times of extraction. Antioxidant properties of the
resultant extracts were checked by spectrophotometry through testing their ability to chelate iron ions.
The results show that solvent composition, extraction time and temperature affect the ability of the tea
extracts to chelate iron.
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