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Streszczenie

Szafran (Croccus sativus L.) to wyjatkowa roslina, ceniona na catym $wiecie. Uznawana
za jedna z najdrozszych i najszlachetniejszych przypraw. Wiasciwosci szafranu znali
juz starozytni, ktérzy nie tylko dodawali szafran do dan i napitkéw, barwili nim tkani-
ny, ale takze stosowali go w celach prozdrowotnych. Roélina ta jest doskonatym $rod-
kiem wspomagajacym trawienie, poprawiajacym nastréj i apetyt. W wielu badaniach
naukowych wykazano réwniez jej wlasciwosci antydepresyjne, przeciwdrgawkowe,
przeciwnowotworowe, antybakteryjne oraz antyoksydacyjne. Ze wzgledu na szerokie
zastosowanie tego materialu roélinnego, rézne pochodzenie czy czas przechowywa-
nia, wazna jest weryfikacja surowca pod wzgledem skladu oraz wlasciwosci. Stad tez
wazne jest poszukiwanie szybkich, nieniszczacych metod analitycznych, pozwalaja-
cych na kontrole surowca. W artykule przedstawiono analize jakosciowa gléwnych
bioaktywnych zwiazkéw szafranu: krocyny, pikrokrocyny oraz safranalu z wykorzy-
staniem trzech technik spektroskopowych: spektroskopii UV-Vis, magnetycznego
rezonansu jadrowego w stanie stalym ("H MAS i “C CPMAS NMR) oraz paramagne-
tycznego rezonansu jadrowego (EPR). Material poddano réwniez analizie wlasciwo-
$ci antyoksydacyjnych szafranu z wykorzystaniem testu zmiatania wolnego rodnika
DPPH. Test przeprowadzono na materiale §$wiezym i pookresie starzenia materiatu —
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(promieniowanie UV). Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze do
przeprowadzenia analizy jakosciowej badanych probek wskazane jest zastosowa-
nie kilku metod analitycznych w celu uzyskania pelnego obrazu. Widma 'H MAS
NMR zarejestrowane dla probek w postaci proszku rozrézniajg probki na podsta-
wie zwigzkow z mobilnymi tancuchami alifatycznymi. Natomiast analiza widm “C
CPMAS NMR umozliwia odrdznienie probek i identyfikacje gtéwnych sktadnikéw
(pierscienie aromatyczne, cukry czy grupy karbonylowe). Wykorzystanie charakte-
rystycznych pasm absorpcji dla gléwnych sktadnikéw szafranu moze stanowi¢ pod-
stawe do okreslenia jakosci badanego materiatu roslinnego. Przeprowadzona analiza
z zastosowaniem rodnika DPPH wykazala, iz szafran posiada wysokie wlasciwosci
antyoksydacyjne, dzialanie promieni UV powoduje ich zmniejszenie $rednio o 50%.

Summary

Saffron (Croccus sativus) is a unique plant, valued all over the world. Considered one
of the most expensive and noble spices. The properties of saffron were already known
to the ancients, who not only added saffron to dishes and drinks, dyed fabrics with
it, but also used it for health-promoting purposes. This plant is an excellent digestive
aid, improving mood and appetite. Many scientific studies have also demonstrated its
antidepressant, anticonvulsant, anticancer, antibacterial and antioxidant properties.
Due to the wide application of this plant material, different origin, or storage time, it is
important to verify the raw material in terms of its composition and properties. Hence
the search for fast, non-destructive analytical methods that allow for raw material
control. The article presents a qualitative analysis of the main bioactive compounds
of saffron: crocin, picrocrocin and safranal using three spectroscopic techniques:
UV-Vis spectroscopy, solid state nuclear magnetic resonance (‘H MAS and *C CPMAS
NMR) and nuclear paramagnetic resonance (EPR). The material was also analyzed
for the antioxidant properties of saffron using the DPPH free radical scavenging
test. The test was carried out on fresh material and after the material’s aging period
- (UV radiation). Based on the obtained results, it was found that for the qualitative
analysis of the tested samples it is advisable to use several analytical methods to obtain
a complete picture. The '"H MAS NMR spectra recorded for the powder samples
distinguished the samples based on compounds with mobile aliphatic chains. On
the other hand, the analysis of C CPMAS NMR spectra enables the differentiation
of samples and the identification of the main components (aromatic rings, sugars, or
carbonyl groups). The use of characteristic absorption bands for the main components
of saffron can be the basis for determining the quality of the tested plant material. The
analysis carried out with the use of the DPPH radical showed that saftron has high
antioxidant properties, the effect of UV radiation reduces them by an average of 50%.
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Wstep

Za ojczyzng szafranu uwazana jest Azja Mniejsza, a stowo szafran pochodzi od
arabsko-perskiego al-zafaron i oznacza ,z6lty”, ale i ,nitka” [4]. Crocus sativus
- szafran uprawny to roélina jednoliscienna z rodziny kosa¢cowatych (Iridaceae).
Nie spotyka si¢ szafranu w stanie dzikim, a miejsca upraw to gléwnie rejon Mo-
rza Srédziemnego, Hiszpania, Iran, Maroko, Grecja, Turcja, Francja oraz Kaszmir.
Szafran to cenna przyprawa znana jako ,czerwone zloto”, pozyskiwana z wysu-
szonych znamion stupka o ciemnopomaranczowej barwie [5], zbieranych recznie.
Do dzisiaj szafran uwazany jest za jeden z najdrozszych surowcéw roslinnych,
z tego tez wzgledu roslina ta od zawsze byla i nadal jest powodem licznych oszustw
i falsyfikacji, glownie z uzyciem pomaranczowo-zoéttych platkow aksamitki, nagiet-
ka czy krokosza barwierskiego [6, 7]. Stupki Crocus sativus zawieraja trzy gtéwne
sktadniki: pikrokrocyne (odpowiedzialng za charakterystyczna goryczke), safranal
(nadajacy aromat) oraz krocyne (gléwny barwnik rozpuszczalny w wodzie). W sza-
franie zidentyfikowano réwniez witaminy z grupy B: tiamine (B1) i ryboflawine
(B2), olejki eteryczne wilosci od 0,3-1,5%. Pikrokrocyna i safranal stanowig tacznie
do 4% szafranu, uwaza sie, ze im wieksza jest ich zawartos¢ tym lepsza jakos¢ sza-
franu. Aktywne skladniki szafranu sg produktami metabolizmu zlozonych karote-
noidéw, gléwnie zeaksantyny oraz w mniejszym stopniu likopenu (3, 8].

Szafran od samego poczatku funkcjonowal jako symbol bogactwa i luksusu,
a cena nie pozwalala na jego powszechne nabycie. Medyczne zastosowania sza-
franu obejmujg leczenie zapar¢, hamowanie zapalenia blony $luzowej, fagodzenie
depresji, fagodzenie przekrwienia drog oddechowych, zwigkszenie apetytu, lecze-
nie kaszlu, stymulator przeptywu menstruacyjnego, wzmaganie laktacji i fagodze-
nie skurczow [9, 10]. W medycynie ludowej stosowany byt jako lek uspokajajacy,
przeciwskurczowy czy pobudzajacy apetyt. W postaci wyciagu obniza cisnienie
krwi oraz poziom cholesterolu. Wykazano takze jego dzialanie antybakteryjne,
antydepresyjne oraz antykancerogenne [11, 12, 13]. Szafran byl wykorzystywany
do regulowania miesigczkowania i jako afrodyzjak. Mial mie¢ réwniez korzystny
wplyw na dolegliwosci zolagdkowe. Stosowano go do leczenia ran [14]. W latach 90.
XX wieku cze$¢ z tych tradycyjnych wskazan stala si¢ przedmiotem badan klinicz-
nych i przedklinicznych, ktorych wyniki potwierdzajg przeciwzapalne, przeciwde-
presyjne, antyoksydacyjne, immunomodulujgce oraz cytostatyczne dzialanie skfad-
nikéw szafranu (7, 8, 15, 16, 17, 18, 19].

Badania kliniczne efektu przeciwdepresyjnego szafranu zapoczatkowal dzie-
sie¢ lat temu profesor Shahin Akhondzadeh z Uniwersytetu Medycznego w Te-
heranie. Wpisywaly si¢ one w szerszy projekt, polegajacy na testowaniu efektow
tradycyjnych lekow roslinnych w psychiatrii, przy zastosowaniu metody nauko-
wej [19, 20].
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Szafran, gtéwnie ze wzgledu na zdolnos$¢ nadawania potrawom zapachu, smaku
oraz koloru, ma zastosowanie w kuchni. Jego intensywny smak (ktory okreslany
jest jako korzenny, gorzki, lekko ostry, pizmowy) oraz kolor sprawiaja, ze przypra-
wa ta moze by¢ uzywana do przygotowania: makaronéw, napojow (alkoholowych
czy bezalkoholowych), mies, ryb, deserow i ciast.

W artykule przedstawiono analize jakosciowa gtéwnych bioaktywnych zwiaz-
kéw szafranu: krocyny, pikrokrocyny oraz safranalu z wykorzystaniem spektrosko-
pii UV-Vis, magnetycznego rezonansu jadrowego w stanie stalym oraz paramagne-
tycznego rezonansu jadrowego.

W poszukiwaniu réznic w analizowanym materiale oznaczono réwniez wiasci-
wosci antyoksydacyjne szafranu (w poréwnaniu do innych przypraw) z wykorzy-
staniem testu zmiatania wolnego rodnika DPPH. Test przeprowadzono zaréwno
na materiale §wiezo otwartym, jak i po 61 dniach starzenia materialu - poddanie
dzialaniu promieni stonecznych.

Materiat i metody

Material badawczy stanowilo 6 prébek przypraw z réznych Zrodet oraz 4 wzorce
(gtowne skladniki szafranu: krocyna i safranal oraz kurkumina i B-karoten) zaku-
pione w Sigma-Aldrich. Szczegdlowy ich opis przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Zestaw badanych prébek, opis cech charakterystycznych.

Table 1. Set of test samples, description of characteristic features.

prI:')Tgki Nazwa/Producent/Pochodzenie Kolor materialu Postac
1 Szafran - zakupiony w Tunezji (targ) Pomaranczowy Nitki
2 Kurkumina - zakupiona w Tunezji (targ) Zotty Proszek
3 Szafran - KAMIS Czerwony Nitki
4 Szafran - KOTANYI -5.10912211622 Czerwony Nitki
5 Szafran - KOTANYI -5.10911101825 Czerwony Nitki
p zifgﬁ ;l;ili - ze zbioru przypraw gospodarstwa oo P
7 Krocyna - zakupiona w Sigma-Aldrich Pomaranczowy Proszek
8 Safranal - zakupiony w Sigma-Aldrich 7oty Ciecz
9 a-karoten - zakupiony w Sigma-Aldrich Pomaranczowy Proszek
10 Kurkumina - zakupiona w Sigma-Aldrich Zotty Proszek
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Oznaczenie zdolnosci neutralizacji wolnych rodnikow
z uzyciem DPPH

Wirod wielu metod stuzacych do oznaczania aktywnosci przeciwutleniajacej,
zaréwno czystych zwigzkow chemicznych, jak i ekstraktéw rosélinnych czy su-
plementow diety sa metody oparte na prostych reakcjach chemicznych miedzy
przeciwutleniaczem a modelowymi wolnymi rodnikami. Klasycznym przy-
kladem takiego rodnika dlugo zyjgcego jest 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl
(DPPH). Najczesciej stosuje si¢ alkoholowe roztwory DPPH. Trwaloé¢ zapewnia
mu delokalizacja pojedynczego elektronu wystepujacego pomiedzy dwoma ato-
mami azotu. Reakcja DPPH z antyoksydantem, moze przebiega¢ na dwa spo-
soby. Moze to by¢ poprzez bezposrednie przylaczenie kationu wodoru pocho-
dzacego od antyoksydantu (s3 to najczesciej zwigzki o charakterze fenoli) oraz
poprzez przeniesienie elektronu na czasteczke DPPH, a w kolejnym kroku dola-
czenie atomu wodoru [21, 22]. Do$wiadczenia majace na celu ustalenie zdolno-
sci antyoksydacyjnej szafranu wykonano za pomoca aparatu MiniScope MS 200
i oprogramowania komputerowego rejestrujacego i utatwiajacego opracowanie
widma prébek.

Analize wykonano dla dwdch serii probek. Jedna seria (A) dotyczyta badania
probek przypraw szafranu pobranego bezposrednio z opakowania, druga seria (B)
dotyczyla tych samych prébek, ale poddanych dzialaniu promieni stonecznych
przez okres dwdch miesiecy (61 dni). Poddanie probek starzeniu pod wplywem
promieni UV mialo na celu okreslenie wpltywu tych promieni UV - po pierwsze
na zdolno$ci antyoksydacyjne szafranu, a ponadto na sposob przechowywania
przypraw. Wszystkie dalsze czynno$ci byly identyczne dla obydwu serii.

Nitki szafranu poddane zostaly homogenizacji. Nastepnie zaréwno tak rozdrob-
niony material, jak i ten bedgcy w postaci proszku wyjsciowo, odwazono w dwoch
seriach: ok. 25 mg (seria A) i 5 mg (seria B). Rozpuszczalnik zastosowany to me-
tanol, w przypadku serii A dodano 5 mL, a do nawazek z serii B po 1 mL. Tak
sporzadzone zawiesiny zostaly poddane dzialaniu ultradzwiekéw (czas 15 minut,
temperatura pokojowa). Po tym czasie ekstrakty przesaczono i poddawano anali-
zom z roztworu metanolowego rodnika DPPH (o stezeniu 1,288 mM).

Metanolowe przesacze probek szafranu zmieszano w proporcji 1:1 z metano-
lowym roztworem DPPH i inkubowano w temperaturze 37°C przez 90 minut. Po
tym czasie rejestrowano widma na spektrometrze EPR. Wyniki byty odnoszone do
wzorca powstalego przez zmieszanie roztworu DPPH z metanolem w proporcji 1:1.

W celu okreslenia czasu zakonczenia reakcji prowadzone byly pomiary co kil-
ka minut w czasie trwania reakcji. Po zakonczonym eksperymencie wyniki zostaly
przeliczone na ilos¢ DPPH zmiecionego przez 1 g szafranu (przyprawy).
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Analiza jakosciowa z zastosowaniem spektroskopii UV-Vis

Widma UV-Vis zostaly wykonane przy uzyciu spektrofotometru firmy Thermo
Scientific Genesys 150 UV-VIS w Zakladzie Zielarstwa Karpackiej Panstwowej
Uczelni w Krosnie. Odwazono ok. 1 g uprzednio zhomogenizowanych préobek sza-
franu (nitki), nastepnie rozpuszczono w 10 mL rozpuszczalnika, ktérym byl etanol.
Tak sporzadzone zawiesiny zostaly poddane dziataniu ultradzwigkow (czas 15 mi-
nut, temperatura pokojowa). Ekstrakty przesgczono i odpowiednio rozcienczono.
Nastepnie rejestrowano widma UV-Vis z zastosowaniem kuwet kwarcowych.

Analiza jakosciowa z zastosowaniem magnetycznego rezonansu jadrowego

(NMR)

Widma 'H MAS i *C CPMAS NMR zostaly wykonane przy uzyciu spektrometru
firmy Bruker Avance DSX 400 MHz na Wydziale Farmaceutycznym Warszaw-
skiego Uniwersytetu Medycznego. Badana substancja umieszczana byla w rotorze
z tlenku cyrkonu (ZrO,) i wirowana pod katem magicznym z szybkoscig 10 kHz
(“C) i35 kHz ('H). Parametry akwizycji dobrane byly pod wzgledem potrzeb eks-
perymentu.

Whyniki i dyskusja

Na spektroskopi¢ sktada si¢ duza grupa metod analitycznych, umozliwiajacych
uzyskanie szeregu informacji na temat danego zwiazku. W zaleznoéci od tego, jaki
typ postepowania zostanie zastosowany, uzyskuje si¢ odmienne wlasciwosci sub-
stancji. Spektroskopia zajmuje si¢ analizg widm powstajacych w wyniku oddzialy-
wania elektromagnetycznego promieniowania z materia. Jest to zjawisko selektyw-
nej absorpcji promieniowania przez badang probke. Ze wzgledu na rodzaj uzytego
promieniowania wyrézniamy spektroskopie¢ UV, VIS, IR i NMR. W spektroskopii
UV-Vis mamy - podczas oddzialywania promieniowania elektromagnetycznego
z materig — przeniesienie elektronéw na wyzsze poziomy energetyczne (UV-VIS),
a przypadku NMR zmiang orientacji spindw jadrowych. Spektroskopia UV-Vis to
najbardziej popularna metoda analityczna w badaniach zaréwno jakosciowych, jak
i ilosciowych. Technika pomiaréw w zakresie UV/Vis jest prosta, a aparatura tatwo
dostepna. W przypadku analizy uktadow ztozonych nalezy wzia¢ pod uwage mozli-
wo$¢ nakladania si¢ pasm absorpcyjnych. W analizowanym materiale trzy substan-
cje uwaza si¢ za kluczowe. Sg to safranal (Rysunek 1a), krocyna (Rysunek 1b) oraz
glikozyd pikrokrocyny (z ktorego podczas suszenia w wyniku rozpadu powstaje
safranal).
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Spektroskopia UV-Vis jest od dawna wykorzystywana w analizie zwigzkow che-
micznych. Obejmuje zakres nadfioletu — UV (200-380 nm) oraz promieniowanie
widzialne - Vis (380-780 nm). Absorpcja promieniowania powoduje przeniesienie
elektronu z orbitalu nizZszego na wyzszy, a tym samym jego wzbudzenie.

Rysunek 1. Wzory strukturalne glownych skladnikow szafranu: a. safranal, b. krocyn.

Figure 1. Structural formulas of the main components of saffron: a. safranal, b. crocin.
Poréwnanie widm analizowanych prébek 1-5 wskazuje, ze szafran (Crocus sa-

tivus L.) (proszek i nitki) zawieraja prawie te same lub bardzo podobne czasteczki,
jednakze w réZnym stezeniu.
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WIDMA UV-Vis
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Rysunek 2. Widma UV-Vis dla analizowanych 5 probek.
Figure 2. UV-Vis spectra for 5 analyzed samples.

Cztery z pigciu widm w swoim ksztaltcie sg jednakowe, szczegdlnie w zakre-
sie 400-450 nm (Rysunek 2). W tym zakresie swoje maksimum wykazuje krocyna
(szerokie pasmo przy 440 nm jest determinantem jej obecnosci) [23]. Natomiast
probka nr 2 (wedlug oznaczen jest to kurkumina) wykazuje odmienny ksztalt, cho¢
maksima wystepuja w zblizonym zakresie (Rysunek 3).

WIDMA UV-Vis

Kurkumina
————— Probka 4
— - =Probka 2

Absorbancja

190 290 390 490 590
Dtugosc fali [nm]

Rysunek 3. Zestaw widm UV-Vis dwoch analizowanych probek (2 i 4) vs kurkumina.

Figure 3. Set of UV-Vis spectra of two analyzed samples (2 and 4) vs curcumin.

To, ze probke nr 2 stanowi prébka kurkuminy potwierdza zestawienie na Ry-
sunku 3 probek 2 i 4 oraz dodatkowo kurkuminy.
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Probki 1, 3, 41 5 wykazuja — oprocz maksimum przy 440 nm - rdwniez charak-
terystyczne maksimum absorpcji dla pikrokrocyny, wynoszace 254 nm [24] i mak-
simum przy 330 nm, wskazujace na obecnos¢ safranalu [25]. Intensywnos¢ tego
pasma jest niewielka, stad wniosek, ze ilosciowo tego zwigzku jest najmnie;j.

Ksztalt widma przy 440 nm jest zblizony do pasma charakterystycznego dla
B-karotenu. W celu wyeliminowania tej substancji zarejestrowano widmo dla czy-
stej substancji i z poréwnania wida¢ delikatne réznice w ksztalcie (Rysunek 4).

WIDMA UV-Vis
1,2
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i, e
0,8 - i_“\_ / \;r\._
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& F ‘.\ . ¥ & J % e b-karoten
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é g e T // /, \ ‘ \ — - - Krocyna
WL ¢ - S 1
0.4 F,r\ \\\ / N Vi Y e Prébka 4
— ./)-\- ......... f // \ ' \
W N e v\ — — — Probka 2
0,2 e R
WO\
0 - TR e =
190 290 490 590

390
Dtugosc fali [nm)]

Rysunek 4. Widma UV-Vis dla trzech wzorcéw vs dwie probki (nr 21 4).

Figure 4. UV-Vis spectra for three standards vs two samples (no. 2 and 4).

Znaczacych informacji o jako$ciowym skladzie moga réwniez dostarczy¢ za-
rejestrowane dla poszczegélnych probek widma NMR, zaréwno 'H MAS, jak
i "C CPMAS NMR. Na ich podstawie mozna okresli¢ obecnos¢ poszczegolnych
sktadnikow mieszaniny (gléwne sktadniki), a takze stwierdzi¢ jako$¢ materiatu, czyli
czy probka przyprawy szafranu jest czysta, czy tez moze zostala zafalszowana jakas
inng substancja. Techniki stanu stalego sa wykorzystywane do charakteryzowania
substangji stalych: substancji aktywnych i ich postaci dawkowania (tabletek/kapsu-
tek), a takze ich wzajemnych oddzialywan. Widma “C CPMAS NMR byly wykorzy-
stywane do opisu wielu zwigzkéw organicznych syntetycznych, takich jak biomole-
kut wyizolowanych z roélin [26, 27, 28, 29], a takze dla materialu amorficznego [30],
jaki stanowig, np. przyprawy. Narzedzie to jest szczegélnie przydatne, gdy mamy
do czynienia z substancjami trudno rozpuszczalnymi, a takze nietrwalymi w roz-
tworze, ulegajacymi rozktadowi lub polimeryzacji [31, 32]. Informacje strukturalne
dotyczace, np. antybiotykow stalych, przeciwmalarycznych czy lekéw przeciwleko-
wych uzyskano na podstawie analizy widm “C CPMAS NMR. Cz¢sto wykorzysty-
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wanym obszarem badawczym jest polimorfizm. Polimorfy moga wykazywac rézna
rozpuszczalnos¢ oraz biodostepnosé. NMR w stanie stalym ma zdolno$¢ do rézni-
cowania takich zwigzkéw. Technika MAS NMR idealnie nadaje si¢ do identyfikacji
substancji czynnej w tabletkach czy do badan interakcji lekéw z wypelniaczami.
Zaleta techniki jest tez jej niedestrukcyjny charakter; probka wyjeta z rotora moze
by¢ dalej wykorzystana do analizy z zastosowaniem innych technik analitycznych,
np. NMR w roztworze lub chromatografii [33].

W widmach “C CPMAS NMR wszystkich analizowanych probek istnieje wyraz-
ny sygnal o wartosci przesunigcia chemicznego 6 = 172,63-174,84 ppm (Rysunek 5).

’ M
e/

K W\JLW\\
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) N\j\b\M
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Rysunek 5. Standardowe widma *C CPMAS NMR dla 6 préobek. Kolejno prébka nr 1 (a), probka
nr 2 (b), probka nr 3 (c), probka nr 4 (d), prébka nr 5 (e), probka nr 6 (f).

Figure 5. Standard "C CPMAS NMR spectra for 6 samples. Sequentially, sample 1 (a), sample 2
(b), sample 3 (c), sample 4 (d), sample 5 (e), sample 6 (f).
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Uwaza sig, ze gtdéwnymi skladnikami szafranu sa dwie substancje: safranal i krocy-
na (Rysunek 1). Krocyna (o wzorze sumarycznym C, H_O,)) to organiczny zwigzek
z grupy karotenoidéw, odpowiedzialna przede wszystkim za kolor szafranu, nato-
miast safranal (C, H ), odpowiedzialny za aromat, to produkt degradacji karote-
noidu zeaksantyny poprzez posrednig pikrokrocyne. Zatem interesujace bylo, czy
mozna dokonac szybkiej ich identyfikacji w ciele statym z wykorzystaniem NMR.

Ten zakres ppm jest charakterystyczny dla wystepowania grup C=0. W przy-
padku badanego materiatu zaréwno krocyna, jak i safranal zawieraja C=0, cho¢
w widmie roztworu safranalu sygnat dla tego wegla wystepuje w okolicach 190 ppm.
W widmach w ciele stalym sygnal pochodzacy od aldehydowej grupy safranalu jest
przesuniety na skutek tworzenia si¢ wiazania wodorowego z udzialem grupy C=0.
Dla probki 2 da sie zauwazy¢, iz sygnal grupy C=0 ma mniejsza intensywnos¢ (Rysu-
nek 5b) niz sygnal ten w widmach pozostatych préobek. Widmo “C CPMAS NMR
dla probki 2 jest wyrdzniajace si¢ na tle innych zarejestrowanych widm. Widma
probek 3-5 sg niemalze identyczne co do iloéci sygnatow iich ksztaltu. Grupa sygna-
téw w okolicach 125-140 ppm charakterystyczna jest dla wegli czwartorzedowych,
ktére obecne s3 zaréwno w czgsteczce safranalu, jak i krocyny. W widmie probek
216 (Rysunek 5b i f) w tym zakresie nie wida¢ Zadnych wyraznych sygnalow, nato-
miast w widmie probki 1 mamy nieco inny ksztalt tych sygnalow i sa przesuniete,
majg nizszg warto$¢ przesuniecia chemicznego (Rysunek 6). Moze to by¢ wynik
wiekszej wilgotnosci probki; w takim srodowisku mogly zachodzi¢ reakcje przemia-
ny krocyny w pikrokrocyne lub nawet czesciowy jej rozktad, w wyniku czego grupy
wegli z wigzaniem podwojnym wystepuja w mniejszej ilosci lub sg inaczej polaczone.

Waznym interpretacyjnie zakresem jest zakres odpowiadajacy cukrom i wyste-
puje on od 105 do 54 ppm. We wszystkich widmach wyglada podobnie, jednakze
w widmach probek 2 i 6 wyrdzniaja sie intensywnymi sygnatami (Rysunek 6.) Te
niewielkie réznice moga by¢ spowodowane wystgpowaniem innych cukréw albo
innymi ich polaczeniami. Widmo krocyny w zakresie typowym dla cukrow jest po-
dobne do widma probek o numerach 1, 3, 41 5, ale nie mozna wykluczy¢ obecnosci
innego zwigzku zawierajacego cukry, np. pikrokrocyny. Charakterystyczne prze-
suniecia chemiczne $§wiadcza o tym, ze krocyna jest obecna w badanych prébkach
(oprécz nr 21 6).

W widmie weglowym charakterystyczny jest jeszcze trzeci zakres, zakres alifa-
tyczny. W widmach szafranu wystepuja sygnaly w zakresie 36-12 ppm, ktére od-
powiadajg grupom CH.. Grupy te s3 obecne zaréwno w czgsteczce safranalu, jak
i krocyny. Przesuniecia chemiczne sa podobne dla prébek 3-5, réznia sie dla prébek
116, a probka 2 nie posiada w tym zakresie zadnych sygnaléw (Rysunek 6). Inter-
pretujac widmo, zauwazamy, ze w probkach 1 i 6 mogg istnie¢ inne zwiazki, a kro-
cyna jest prawdopodobnie w mniejszej ilosci. Przemawia za tym fakt, iz w widmie
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krocyny najbardziej wyrazny jest sygnal przy 13,3 ppm, natomiast w prébce 11 6
jest on niski. Grupa intensywnych sygnaléw powstata prawdopodobnie z nalozenia
widm krocyny i safranalu, poniewaz safranal w tym zakresie posiada bardzo silne
rezonanse. Probka 6 to papryka w proszku, zawiera prawdopodobnie pochodna
krocyny lub inny karotenoid.

c)
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
b)
\ T T T \ T T T \ T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
a)
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Rysunek 6. *C CPMAS NMR probki nr 1 (a), probki nr 2 (b) i probki nr 6 (c).
Figure 6. °C CPMAS NMR of sample 1 (a), sample 2 (b) and sample 6 (c).
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Podsumowujac, metoda NMR pozwala na ustalenie, czy w danej probce znaj-
duje sie szafran, czy inna substancja. Kurkumina oraz papryka maja zupelnie inne
widma, brak charakterystycznych dla szafranu sygnaléw. Na podstawie poréw-
nania widm mozemy okresli¢, czy probka zawiera szafran. Majac do poréwnania
przesuniecia chemiczne czystej krocyny oraz pikrokrocyny [34, 35] mozna okre-
8li¢, czy w probce dominuje krocyna, czy juz zdazyta rozlozy¢ sie z utworzeniem
pikrokrocyny. Mozna wigc stwierdzic, ze jako$¢ szafranu jest mozliwa do ustalenia
poprzez analize widm NMR. Jak wiadomo szafran o wysokiej jako$ci powinien by¢
bogaty w krocyne.

Zarejestrowanie widma z ,,dipolar dephase” (DD) pozwolilo na redukcje sygna-
téw pochodzacych od wegli cukrowych (-CH), a wzmocnienie sygnaléw pocho-
dzacych od wegli czwartorzedowych w zakresie aromatycznym widma. W widmie
DD probki 1 widag, ze sygnaly cukrowe sa nizsze, a w zakresie 140-125 ppm poja-
wiaja sie nowe sygnaly, oprocz tych przy 138,51 130,1 ppm mamy roéwniez rezonan-
se przy 128,31 124,9 ppm (Rysunek 7).

b)

1 - J I I I I T T 711
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
Rysunek 7. *C CPMAS NMR probki nr 1 standard (a) oraz dipolar dephasing (b)
Figure 7. *C CPMAS NMR sample no.1 standard (a) and with dipolar dephasing (b)

Widma '"H MAS NMR nie dajg informacji strukturalnych, poniewaz wirowanie
probki z szybkoscia 33 kHz nie usrednia oddzialywan dipolowych. Widma '"H MAS
NMR wszystkich analizowanych badanych probek przedstawia Rysunek 5. Nawet
widmo '"H MAS NMR dla czystego zwiazku w fazie stalej, np. krocyny (Rysunek
8a), daje szeroki kontur w calym zakresie spektralnym dla protonu (0-10 ppm)
z maksimum przy 4,5 ppm.
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Widma poszczegdlnych préobek analizowanego materialu, ktéry stanowi mie-
szanina zwigzkow w fazie stalej, s3 szczegolnie trudne w interpretacji. Jednak mo-
bilne grupy protonéw daja charakterystyczne waskie sygnaty, ktére wyrozniaja sie
na tle szerokiego konturu. Tego typu sygnaty daja lipidy oraz alifatyczne tancuchy
grup metylenowych (-CH,-CH,-). Profil takich zwiazkéw widoczny w widmie jest
charakterystyczny dla prébki/materialu (Rysunek 5) jak ,odcisk palca” i mozna
stwierdzi¢, czy dana probka zawiera mobilne strukturalnie sktadniki, typowe dla
szafranu, czy mamy do czynienia z autentykiem lub tez zafalszowana probka.

f)

A
-

b)

26 -3 g
Rysunek 8. '"H MAS NMR dla 6 probek: krocyny (a), prébka nr 1 (b), prébka nr 2 (c), prébka
nr 3 (d), probka nr 4 (e) oraz prébka nr 5 (f).

Figure 8. '"H MAS NMR for 6 samples: crocin (a), sample 1 (b), sample 2 (c), sample 3 (d), sample
4 (e) and sample 5 (f).

s
o
w
o
53
=3
=
o
o

1

= -
(=]

19



Herbalism nr 1(8) / 2022

Przeprowadzona analiza wlasciwosci antyoksydacyjnych probek ,$wiezych”
i po starzeniu promieniami UV, czyli dwdch serii (A i B) wykazala zréznicowanie
analizowanego materiatu (Rysunek 9). Analizy mozna dokona¢ przy uzyciu spek-
troskopii UV-VIS (pomiar przy dlugosci fali 515 nm) badz elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego (EPR), ktora jest metoda czesto wykorzystywana do ba-
dania aktywnosci antyoksydacyjnej zwiazkéw chemicznych z udziatem rodnikow
zardwno materialu w stanie statym, cieklym, ale réwniez gazowym. Spektroskopia
EPR wykrywa nawet stezenia rodnikéw rzedu 10 [36].

DPPH przypraw szafranu
) @ | norma
R @ | sarna
E -
— B 3 norma
E B 3 shrom
o
o Q4 norma
0 O4saropma
§ 85 norma
- @3 sharom

Numer probki

Rysunek 9. Poréwnanie ilosci wymiecionych wolnych rodnikéw przez poszczegoélne probki.

Figure 9. Comparison of the amount of free radicals swept away by individual samples.

Na rysunku przedstawiono wyniki ilosci mg DPPH zneutralizowane przez 1g
probki szafranu (zgodnie z deklaracja producenta/sprzedajacego) po zakupie ma-
terialu oraz po okresie 61 dni nastonecznienia. Material mozna podzieli¢ na dwie
grupy o zblizonych wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Probki 1 i 4 wykazywaly
najwyzsze wlasciwosci antyoksydacyjne, natomiast wyniki probek 3 i 5 byly o polo-
we nizsze. W przypadku probek 1 i 5 zréznicowanie moze wynika¢ z pochodzenia
przyprawy, natomiast w przypadku zaobserwowanych réznic probek 4 i 5 jest to
dos¢ zaskakujace. Probki pochodza od jednego producenta, réznig si¢ numerem
serii, a zatem rozni je czas wytworzenia (inny czas zapakowania). By¢ moze torebki
przypraw z innym numerem seryjnym pochodzily z réznych zrédet lub bylty w inny
sposob suszone.

Dla kazdej przebadanej, starzonej probki zdolnos¢ antyoksydacyjna wyraznie
zmalala. Nie byla to jednak wartosé¢ identyczna. Probki 1 i 4 starzaly sig szybciej niz
probki 3 i 5. Nie mogla na to wplywac posta¢ przyprawy (nitka lub proszek), gdyz
wszystkie 4 przebadane probki wystepowaly wyjsciowo w formie nitek. Czynnikiem
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wplywajacym na rézne tempo starzenia najprawdopodobniej jest procent zawarto-
sci wody w badanych materiatach. Interesujace okazalo sie¢, ze nawet w probkach
pochodzacych od tego samego producenta (probki 4 i 5) zdolno$¢ antyoksydacyjna
starzonej probki nie byla taka sama. Prébka 5 praktycznie nie wykazata zmian we
wlasciwosciach antyoksydacyjnych po okresie starzenia w poréwnaniu do prébki
wyjsciowe;j.

Na Rysunku 10 przedstawiono przykladowe widma paramagnetycznego rezo-
nansu elektronowego (EPR) zarejestrowane dla probki szafranu 3 (wedlug Tabeli 1).
Sa to widma rejestrowane w czasie po zmieszaniu ekstraktu probki z metanolowym
roztworem DPPH.

Widma EPR podczas badania kinetyki reakcji

—— w czasie 0 minut
po 2 minutach
po 7,5 mimutach

—— po 13 minutach

Intensywnosé

— po 24 minutach

po 46 minutach

— po 73,5 minutach

Czas

Rysunek 10. Wybrane widma probki 3 szafranu zarejestrowane metodg EPR podczas badania
kinetyki reakcji z DPPH.

Figure 10. Selected spectra of sample 3 of saffron recorded using the EPR method during the
kinetics of the reaction with DPPH.

Na podstawie przeprowadzonych serii pomiaréw, czyli badania kinetyki re-
akcji neutralizacji DPPH, wyznaczone zostaly wzgledne stezenia DPPH, ktére
zostaly przedstawione w odniesieniu do warto$ci w czasie t=0 przyrownanej do 1
(Tabela 2).
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Tabela 2. Kinetyka reakcji neutralizacji rodnika DPPH przez probke przyprawy szafranu (nr 3).
Table 2. Kinetics of the DPPH radical neutralization reaction by a sample of saftron spice (no. 3).

Czas [min] Wzgledne stezenie DPPH Cras [imin] Wzgledne stezenie DPPH

[mg/g] [mg/g]

0 1 41 0,623

2 0859 46 0,605

7,5 0,773 52 0,595

13 0,734 57 0,579

15 0,710 63 0,567

24 0,681 68 0,554

30 0,661 74 0,554

35 0,638 79 0,548

Dzigki zestawieniu widm rejestrowanych w réznym czasie mamy mozliwos¢ za-
obserwowac, w jaki sposob zmienia si¢ ilo$¢ rodnika DPPH w prébce. Pozwala to
okresli¢, jaka czes¢ DPPH (wzgledne stezenie) przereagowala z antyoksydantami
zawartymi w ekstraktach szafranu. Te wartosci postuzyly do zbadania zaleznosci
stezenia DPPH od czasu reakcji (Rysunek 11). Czas reakcji neutralizacji pomie-
dzy rodnikiem a badanymi prébkami nie przekracza 75 minut. Szybko$¢ reakcji
widocznie spada w ciaggu pierwszych 25 minut, nastepnie postep reakcji zachodzi
tfagodniej, az po ok. godzinie osiagane jest plateau.

Probka nr 3

0,9
0,8
0,7 ®

0,6 e o

Wzgledne stezenie DPPH [mg/g]
&

0,5
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
czas [min ]
Rysunek 11. Przebieg kinetyki reakcji neutralizacji DPPH przez zwiazki zawarte w probce nr 3.

Figure 11. The course of the kinetics of the DPPH neutralization reaction by the compounds in
sample 3.
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Badania prowadzone metodg EPR potwierdzily, ze zwiazki pochodzace z szafra-
nu wykazuja zdolno$¢ antyoksydacyjna.

Whioski

W wielu przypadkach do analizy jakosciowej jest wskazane zastosowanie kilku me-
tod analitycznych w celu uzyskania pelnego obrazu. Czesto tez zastosowanie NMR
w fazie stalej w analizie substancji praktycznie nierozpuszczalnych albo, ktére ule-
gaja rozkladowi w roztworze lub tworza w nim zawiesiny, jest wrecz niezbedne.
Widma cial stalych rejestrowane analogicznymi jak w roztworze technikami znacz-
nie si¢ od nich réznig. Charakteryzuja si¢ szerokimi, niesymetrycznymi sygnatami,
pozbawionymi zazwyczaj struktury subtelnej, co uniemozliwia analize strukturalna
zwigzkow. Otrzymywane w widmie szerokie linie s3 wynikiem kilku czynnikéw.
Najwazniejsze z nich to silne dipolowe oddzialywania migdzy jadrami, a takze efekt
anizotropii przesunie¢ chemicznych [37, 38]. W widmach rejestrowanych w roz-
tworze szybkie ruchy molekul usredniajg silne oddzialywania dipoli magnetycz-
nych z zewngtrznym polem magnetycznym, natomiast w przypadku ciala statego,
ruchy te s3 zahamowane.

Widma 'H MAS NMR zarejestrowane dla probek w postaci proszku pozwa-
lajg odrdzni¢ zwigzki z mobilnymi tancuchami alifatycznymi, a analiza widm
3C CPMAS NMR umozliwia zar6wno odroznienie, probek jak i identyfikacje gtow-
nych sktadnikow (pierscienie aromatyczne, cukry czy grupy karbonylowe). Analiza
z zastosowaniem NMR w ciele staltym potwierdza pochodzenie prébki i w nieinwa-
zyjny sposob potwierdza autentycznos¢ produktu (zgodnos¢ z deklaracjg produ-
centa). Spektroskopia NMR w stanie stalym jest wazng technika w wielu obszarach,
miedzy innymi w dziedzinie nauk farmaceutycznych, kosmetycznych czy wlasnie
spozywczych.

Wykorzystanie charakterystycznych pasm absorpcji dla gléwnych sktadnikow
szafranu moze stanowi¢ podstawe do okreslenia jakosci badanego materialu roslin-
nego. Jednakze w obecnosci innych karotenoidow (maksimum 450 nm) moze nie
by¢ w 100% miarodajny.

Pokazano takze, ze szafran posiada zdolnosci antyoksydacyjne. Zwigzki
zawarte w przyprawie neutralizuja rodnik DPPH, co wida¢ w widmach EPR
monitorujacych spadek stezenia DPPH wzgledem wzorca. Reakcja z rodnikiem
DPPH prowadzona w temperaturze 32°C po uplywie 75 minut jest prawie za-
konczona, co pokazuja pomiary kinetyczne. Zdolnosci wymiatania rodnika sa
rozne dla kazdej badanej probki. Postepowanie przed zapakowaniem przypra-
wy oraz sposob przechowywania moze mie¢ wplyw na jej sklad i wlasciwosci
antyoksydacyjne.
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Dla prébek szafranu zbadanych pod wzgledem zdolnosci antyoksydacyjnej wi-
doczne s3 wyraznie réznice. Nawet probki 4 i 5 réznig sie znaczaco, mimo, ze po-

chodza od tego samego producenta. Przekonuje to, ze w przypadku tak wrazliwego

surowca jak szafran konieczne sa badania jego jakosci, a takze sprawdzanie jego

autentycznosci.
Probki wystawione na dziatanie promieni stonecznych przez okres dwoch mie-

siecy wykazuja znacznie stabsze zdolnosci antyoksydacyjne w stosunku do tych

przechowywanych prawidtowo. Niektore jednak nie zmienily w wiekszym stopniu
tych wlasciwosci, na przyklad probka 5. Najwigksze roznice obserwowano dla pro-

bek 11i 4, czyli dla surowca w postaci nitek.
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