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WSTEP

Jeszcze Kilkadziesiat lat temu, tlen byt uwazany wytacznie za pierwiastek niezbedny
do zycia. Nikt nie przypuszczat, ze w stezeniu wiekszym niz wystepuje w warunkach naturalnych,
niektére jego formy moga by¢ czynnikiem niszczacym zycie. Odkrycie toksycznodci tlenu bylo
zwigzane z wykryciem w zdrowych organizmach wolnych rodnikéw tlenowych (WRT). Powodujg one
uszkodzenia komorek i sg szczegdlnie niebezpieczne dla jadra komdrkowego i mitochondriow. Jest
wiele prac udowadniajgcych, ze rak, arterioskleroza, choroba Alzheimera czy Parkinsona sg
zwigzane z malejgca odpornoscig na dziatanie rodnikbw w komodrkach. Antyoksydanty
(przeciwutleniacze) eliminujg wolne rodniki. Bardzo wazne jest wiec stosowanie diety bogate;j
w antyutleniacze takie jak witamina C i E, karoteny, a rowniez zwigzki typu polifenoli [1,2,3].
Zwigzki polifenolowe takie jak: flawonoidy, antocyjany czy taniny wykazujg witasciwosci
antyutleniajgce, neutralizujg powstajagce w tkankach wolne rodniki. Surowce lecznicze
zawierajgce polifenole sg czesto gléwnym sktadnikiem wielu mieszanek ziotowych, herbat
ziolowych oraz preparatéw leczniczych naturalnego pochodzenia, ktore spetniajg role
aktywnych biologicznie dodatkéw do Zzywnosci.

Celem pracy byto zbadanie efektywnosci dziatania réznych antyutleniaczy z grupy biologicznie
aktywnych dodatkéw do zywnosci.

BADANE MATERIALY

Do badania antyutleniajgcych witasciwosci wybrano nastepujace, biologicznie aktywne,
dodatki do zywnosci firmy Arkopharma (Francja):
Antiox, Lifepack Multiwitamina, Lifepack Antiox, Lifepack Multimineral, Lifepack Junior, Detox,
Chromvital, Sveltform, Detox + Selen, Pax, Nutrimax, Millenium-zel.
Grupe kontrolng stanowity nastepujace preparaty biologicznie aktywne: Rose-ox (Herbalife),
Nutrilite Daily (Nutrilite A Division of Amway Corp., USA), Citrosept (Cintmanti International
AS, Norwegia), Centrum Silver (Wyeth-Ayerst, Canada), Bilobil (KRKA, d.d., Slovenia),
Vilcacora (Andean Medicine Centre, London, Wielka Brytania).
Dodatkowo w celu porownawczym do badanych materiatéw dotaczono preparaty powszechnie
dostepne i uwazane za bardzo silne antyoxydanty: zielona herbata, zmielone i wysuszone
nasiona winogron oraz tabletki French Paradox.

SKLAD WYBRANYCH MATERIALOW FIRMY ARKOPHARMA

Do badania wybrano nie tylko uznawane za wymiatacze wolnych rodnikow, lecz takze
0 innym przeznaczeniu terapeutycznym (np. Pax, Nutrimax, Millenium-zel). Sktadd wybranych
materiatow firmy Arkopharma przeznaczonych do badan przedstawiono w tabeli 1.



Tabela 1

Nazwa preparatu

Skiad i forma preparatu (zawartos¢ sktadnikow w mg)

Antiox *

Zelatynowe kapsutki po 390 mg:

Wyciag wyttokdw winogron (150); Mitorzab dwuklapowy — Ginkgo biloba (26,5); Witamina C (65);
Witamina E (10); Beta-karoten (5); Drozdze z selenem (50) — odpowiada zawartosci 50 ug
selenu; Tlenek cynku (18,5) - odpowiada zawartosci 15 mg cynku.

Detox *

Uncaria tomentosa — Zzelatynowe kapsutki po 38,5 mg:
Uncaria tomentosa (380).

Lifepack
Multivitamina*®

Bezbarwna przezroczysta kapsutka z proszkiem o barwie zéttej

z szarym odcieniem (450mg):

Witamina C (66); Witamina PP (18); Witamina E - octan tokoferolu (10); Witamina B5 (6); Beta-
karoten (2,5); Witamina B6 (1,65); Witamina B2 (1,6): Witamina B5 (1,15); Witamina B9 (0,2);
Witamina H (0,15); Witamina D3 (5 pg); Witamina B12 (1 ug).

Chromvital *
Spirulina maxima

Zelatynowe kapsutki po 410 mg:

Ciernioplat guarana - Osmeta — Paullinia Cupana (72); Spirulina — Spirulina maxima (75); Kolcosit
— Eleutherococcus senticosus (175); Kola — Cola niti-da (20); Drozdze z chromem (25) —
odpowiada zawartosci 50 ug chromu; Witamina C (33).

Lifepack Junior

Tabletki po 740 mg:

Witamina C (12,5); Witamina PP (3); Witamina E (2,5); Beta-karoten (0,75); Witamina B6 (0,325);
Witamina B2 (0.325); Witamina B1 (0.25); Witamina B9 (0,03); Witamina B12 (0,5 pg); Witamina
D3 (0,25) — odpowiada zawartosci 25j cholecalciferolu; Fosforan wapnia (22) — odpowiada
zawartosci 5,0 mg wapnia i 4,0 mg fosforu; Tréjfosforan sodu (4) — odpowiada zawartosci 1,0
mg fosforu; Siarczan miedzi (0,23) — odpowiada zawartosci 50 pg miedzi; Ortofosforan chromu
(13,5ug) — odpowiada zawartosci 1 pug chromu; Glukonian zelaza (0,246) — odpowiada zawartosci
0,03 mg zelaza; Fluorek wapnia (97 pg) — odpowiada zawartosci 37 g fluoru; Weglan magnezu
(4,3) — odpowiada zawartosci 1 mg magnezu; Weglan manganu (0,23) — odpowiada zawartosci
0,1 mg manganu; Selenian sodu (2.2 ug) — odpowiada zawartosci 1 ug selenu; Tlenek cynku
(0,54) — odpowiada zawartosci 0,375 mg cynku; Dekstroza, kakao, sacharoza (do 740 mg).

Sveltform *
Fucus vesteniosus L.

Zelatynowe kapsutki po 405 mg:
Garcinia cambogia (200); Camelia sinensis (70); Morszczyn pecherzykowaty (70); Witamina C
(32); Drozdze z chromem (25) — odpowiada zawartosci 50 ug chromu.

Nutrimax *
Arcostapnylos Uva-ursi

Zelatynowe kapsutki po 400mg:

Dziegiel chinski - Angelica sinensis (31); Orzech wirginijski — Hamamelis virginiana (31); Macznica
lekarska — Arctostaphylos uva-ursi (31); Witamina PP (18); Witamina B5 (6); Witamina B6 (1,65);
Witamina B2 (1,6); Witamina B1 (1,15); Witamina B9 (0,2); Witamina B12 (1 pg); Witamina D3 (5
Mg); Uwodniony fosforan wapnia (112,5) - odpowiada zawarto$ci 26 mg wapnia; Weglan
magnezu (100) — odpowiada zawartosci 26 mg magnezu; Glukonian zelaza (55) — odpowiada
zawartosci 7 mg zelaza.

Pax *
Melisa lekarska

Zelatynowe kapsutki po 405 mg:

Melisa lekarska — Melissa officinalis (50); Lawenda waskolistna — Lavandula angustifolia (50); Mak
polny — Papaver rhoeas (50); Witamina PP (18); Witamina B5 (6); Witamina B6 (1,65); Witamina
B2 (1,6); Witamina B1 (1,15); Witamina B9 (0,2); Witamina B12 (1 ug); Witamina D3 (5 pg);
Uwodniony fosforan wapnia (112,25) — odpowiada zawartosci 26 mg wapnia; Weglan magnezu
(100) — odpowiada zawartosci 26 mg magnezu.

IDEA METODY

Najczulszg metodg badania wolnych rodnikdéw jest elektronowy rezonans paramagnetyczny
(EPR). Poniewaz rodniki powstajgce w organizmach zywych majg na ogét czas rzedu utamkow
sekundy, wiec sg trudne do bezposredniego zarejestrowania. Z tego powodu przetestowanie
wiasciwosci utleniajgcych badanych surowcow "in vivo" jest niemozliwe. W1989 roku Hatano i
inni [4] zaproponowali testowanie zdolnosci antyutleniajacych tanin w stosunku do trwatego

rodnika

1,1-difenylo-2-pikrylo-hy-drazylu (DPPH). Zdolnos¢ wymiatania rodnika okreslano

poprzez poréwnanie intensywnosci sygnatéw wzorca DPPH (10) z sygnatem tego rodnika po
dodaniu badanego materiatu (l). Za zdolno$¢ wymiatania wolnych rodnikéw przyjeto wielkos¢
opisang nastepujagcym wzorem:

[ -1
Z(%) = —-ﬂ-l— 100

}]

Zgodnie z przyjeta konwencjg im wieksza wielko$¢ Z, tym lepsza zdolno$¢ wymiatania wolnych

rodnikow.




PRZYGOTOWANIE PROBEK | WZORCOW

Przygotowanie roztworu rodnika DPPH

0,1 g DPHH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazydu) odwazono do kolby miarowej o pojemnosci 100cm®

i uzupetniono do kreski acetonem. Stezenie wzorcowego roztworu wynosito 0,0025 mol/dm*

Przygotowanie prébki

0,5 g kazdego badanego materiatu rozpuszczano w 50 ml wody destylowanej w temperaturze
pokojowej. W ten sposdb otrzymany roztwér w ilosci 200 pl dodawano do 1 ml roztworu trwatego
rodnika DPPH.

Przygotowanie wzorca

Do 1 ml roztworu rodnika DPPH dodawano 200 ul wody destylowane;.
Roztwdr wzorcowy i probki umieszczano w rurkach EPR ($rednica wewnetrzna 4 mm) tak, aby

wypetniaty jg szczelnie w catym obszarze wneki rezonansowej spektrometru.

APARATURA

Urzadzenia do rejestrowania widm EPR nazywane sg magnetycznymi spektrometrami
mikrofalowymi. W elektronowym rezonansie paramagnetycznym widmo standartowe uzyskuje sie
przez przemiatanie probki zmiennym polem magnetycznym przy statej czestosci promieniowania.
Stosuje sie do tego celu promieniowanie mikrofalowe, co odpowiada dla rodnikéw organicznych
wartosciom pola w zakresie 300 -400mT. Promieniowanie mikrofalowe generowane jest przez

klistron i doprowadzane do rezonatora falowodami. Podstawowe czesci spekirometru EPR

wykorzystywanego na Wydziale Farmacji AM w Warszawie przedstawiono na fotografii 1.

Pomiedzy biegunami silnego pola magnetycznego znajduje sie wneka rezonansowa — w tym
miejscu umieszczana jest badana prébka lub wzorzec. Promieniowanie mikrofalowe
generowane przez klistron (czestotliwos¢ 9,3 GHZ — pasmo X) dociera falowodami do rezonatora
i po przejsciu przez probke (lub wzorzec) trafia do detektora krzemowego, z ktérego sygnat
elektryczny, po wzmocnieniu, podawany jest na rejestrator sprzezony z komputerem. Aby
zwiekszy¢ czutosé, w spektrometrach EPR stosowana jest modulacja dodatkowym
promieniowaniem (w naszym przypadku o czestotliwosci 100 kHz). Zastosowanie modulacji
zmienia ksztaft widma absorpcji EPR, ktére jest woéwczas zapisywane w postaci pierwszej
pochodnej absorpcji w funkgji indukcji. W celu obliczenia integralnej intensywnosci sygnatu
probki (1) i wzorca (I0) nalezy zatem stosowac¢ dwukrotne catkowanie widma. Przyktadowe
widmo absorpcji EPR dla rodnika DPPH (wzorca) i rodnika DPPH po dodaniu prébki

Lifepack Antiox przedstawiono na Rys. 1.
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Fotografia 1.  Uktad pomiarowy spektrometru EPR stosowany w niniejszej pracy
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Rysunek 1. Widma EPR rodnika DPPH — wzorca (kolor czerwony) i rodnika DPPH
po dodaniu prébki Lifepack Antiox (kolor granatowy)



POMIARY | REJESTRACJA WIDM EPR

Pomiary przeprowadzono na spektrometrze EPR/SE/X (9,3 GHz) firmy Radiopan / Radiofan
z Poznania sprzezonym z cyfrowym detektorem fazowym (Lock-in) zainstalowanym
w komputerze. Rejestracji widm dokonano przy nastepujacych parametrach spektrometru:

Prad diody: 60%

Stalg czasowa: 0,1s

Faza: 90°

Czas przemiatania: 2 minuty

Amplituda modulacji: od 0,1 * 10* do 0.5 * 10°
Indukcja magnetyczna: Bo = 334 mT
Szerokos¢ przemiatania: ABy =10 mT

Do catkowania widm EPR stosowano program WIN-EPR firmy Bruker.

WYNIKI | WNIOSKI KONCOWE

Zdolno$¢ wymiatania wolnych rodnikéw Z (patrz wzor | .), uzyskana przez zbadane materiaty
firmy Arkopharma przedstawiono na rys. 2. Najlepszg skuteczno$é antyoksydacyjng, bliskg
100%, posiac;: preparat ¢ "*zwie Lifepack Multiwitamina.
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Rysunek 2: Zdolnos¢ antyutleniajgca biologicznie aktywnych dodatkéw do zywnosci firmy Arkopharma.



Zbadane preparaty mozna podzieli¢ na trzy grupy:

1. Bardzo silnych wymiataczy wolnych rodnikéw (Z >75%)
Do grupy tej zaliczy¢ mozna nastepujace preparaty:
Lifepack Multiwitamina, Antiox Lifepack Antiox i Detox

2. Silnych wymiataczy (25% < Z < 75%)
Do grupy tej nalezg nastepujgce preparaty:
Chromvital, Sveltform i Detox + Selen

3. Stabych wymiataczy (Z < 25%)
Do grupy tej nalezg nastepujgce preparaty:
Lifepack Junior, Lifepack Multimineral. Millenium - Zel, Pax oraz Nutrimax.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze materiaty z grupy 3 — pomimo innego przeznaczenia
terapeutycznego — wykazywaty zdolnos¢ wymiatajacg wolne rodniki (Lifepack Multimineral
i Lifepack Junior).

Bardzo silne wlasciwosci przeciwutleniajgce preparatéow firmy Arkopharma uwidaczniajg sie,
gdy poréwna sie je z preparatami innych firm dostepnymi na rynku polskim. Poréwnanie
to przedstawiono na rys 3.

Wyniki uzyskane dla preparatéw firmy Arkopharma przedstawione sg kolorem niebieskim,
natomiast dla preparatéw innych firm kolorem czerwonym. Dodatkowo dla celow
porbwnawczych na wykresie umieszczono zdolnosci wymiatania wolnych rodnikéw
uzyskane przez herbate zielong, nasiona winogron oraz tabletki French Paradox. Jak wida¢
z tego poroéwnania, preparaty firmy Arkopharma nie majg wsréd innych preparatéw
odpowiednika o podobnych wiasciwosciach antyutleniajacych.
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Rysunek 3: Zdolnos¢ antyutleniajgca biologicznie aktywnych dodatkéw do zywnosci firmy Arkopharma
w poréwnaniu z preparatami innych firm.
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