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Αξιολόγηζη ανηιοξειδωηικήρ δπάζηρ ηος πποϊόνηορ ANTI SPOT (in vitro)  

Τν πξσηόθνιιν πνπ εθαξκόζηεθε ζηα πεηξάκαηα κειέηεο ηεο αληηνμεηδσηηθήο 

δξάζεο ηεο θξέκαο ζηεξίρηεθε ζηε κέζνδν πνπ αλαπηύρζεθε από ηνπο Brand-

Williams
 (1)

 ζε ζπλδπαζκό κε ηελ αληίζηνηρε ηνπ Kim
(2)

 θαη ρξεζηκνπνηεί ηε ξίδα 1-

δηθαηλπι-2-πηθξπιπδξαδύιην (DPPH). 

Μηα πνζόηεηα θξέκαο (0.310g) δηαιύζεθε ζε 80% κεζαλόιε (δηάιπκα A: 2ml) 

.Αθνινύζεζε ε παξαζθεπή δηαιύκαηνο 1mM DPPH ζε 80%(v/v) κεζαλόιε θαη 

αλάδεπζε γηα 40 min (Γηάιπκα Β). Έπεηηα, πξαγκαηνπνηήζεθε κέηξεζε ηεο 

απνξξόθεζεο ηνπ θαη αξαίσζε ηνπ δηαιύκαηνο B κε 80%(v/v) κεζαλόιε κέρξη ε 

απνξξόθεζε ζην UV-Vis λα δίλεη ηηκέο κηθξόηεξεο ηνπ 1 (Γηάιπκα Γ: ζπγθέληξσζε 

DPPH 0.087 x 10
-2

 mΜ). Σηε ζπλέρεηα εηνηκάζηεθαλ πέληε δείγκαηα πνπ πεξηείραλ 

5κl ηνπ δηαιύκαηνο A θαη 2,95mL δηαιύκαηνο DPPH ζε ηειηθό όγθν 3mL. 

Αθνινύζεζε ε επώαζε ηνπο γηα 40 min ζε ζθνηεηλό ζάιακν.  

Μεηά ηελ επώαζε, κεηξάηαη ε απνξξόθεζε ησλ δεηγκάησλ ζηα 517nm.  

 Sample: 2,995 κL δηαιύκαηνο Γ (DPPH) θαη 5 κL δηαιύκαηνο Α (θξέκα). Τν 

πξνθύπηνλ κείγκα αθήλεηαη ππό αλάδεπζε (100 rpm, 30 min) ζε ζθνηεηλό 

ζάιακν. Η δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη ηξεηο θνξέο (δείγκαηα 1, 2 θαη 3). 

Πεξηερόκελεο πνζόηεηεο: 102.5 κg DPPH θαη 775 κg θξέκαο (ζπγθέληξσζε: 

258.33 κg/mL). 

 Blank: 2,995 κL δηαιύκαηνο κεζαλόιεο 80% v/v θαη 5 κL από ην δηάιπκα Α 

(θξέκα). Πεξηερόκελε πνζόηεηα: 775 κg θξέκαο. 

 Control: 2,995 κL δηαιύκαηνο Γ (DPPH) θαη 5 κL δηαιύκαηνο κεζαλόιεο 50% 

v/v. Πεξηερόκελε πνζόηεηα: 102.5 κg DPPH. 



 

Τν πνζνζηό αλαζηνιήο ηεο ξίδαο (scavenging activity percentage) I% ππνινγίδεηαη 

από ηνλ ηύπν:      Ι% =100 - 
 𝐴𝑏𝑠   𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒  −𝐴𝑏𝑠   𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘   ∗100

𝐴𝑏𝑠  (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 )
 

Αποτελζςματα 

Τν πνζνζηό  παξεκπόδηζεο ησλ ειεύζεξσλ ξηδώλ (I%) από ηελ θξέκα πνπ 

δνθηκάζηεθε. 

Πίνακασ 1: Υπολογιςμόσ ποςοςτοφ αναςτολισ τθσ 
ελεφκερθσ ρίηασ DPPH από το δείγμα 

Δείγμα 
Απορρόφθςθ 

(517nm) 
Ι% 

Blank 0.022 - 

Control 0.929 - 

Sample 1 0.472 51.56 

Sample 2 0.419 57.27 

Sample 3 0.440 55.01 

Mean  54.61 

SD  2.88 

 

Παπασκεςή καμπύληρ βαθμονόμησηρ ασκοπβικού οξεόρ: 

 

Πειπαμαηική διαδικαζία: 

Πξνθεηκέλνπ λα πξαγκαηνπνηεζεί έθθξαζε ηνπ απνηειέζκαηνο κέζσ 

ζύγθξηζεο πξόηππεο νπζίαο, ζρεδηάζηεθε θαη παξαζθεπάζηεθε θακπύιε 

βαζκνλόκεζεο κε αζθνξβηθό νμύ (Βηηακίλε C). Παξαζθεπάζηεθαλ δηαιύκαηα 

δηαθνξεηηθήο ζπγθέληξσζεο ηα νπνία αληέδξαζαλ κε ην DPPH αθνινπζώληαο ηελ 

ίδηα πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεηαη αλσηέξσ. 

  

Διαλύμαηα: 

 Γηάιπκα 1: Σε vial αλακεηγλύνπκε 0.001 g αζθνξβηθνύ νμένο ζε 1 ml 

δηαιύκαηνο κεζαλόιεο 80% v/v κε ηειηθή ζπγθέληξσζε 5.7 mM.  

 Γηάιπκα 2: Αλακείρζεθαλ 0.25ml ηνπ δηαιύκαηνο 1 κε 0,25ml δηαιύκαηνο 

κεζαλόιεο 80% v/v κε ηειηθή ζπγθέληξσζε 2.85 mM. Η πνζόηεηα ηνπ 

αζθνξβηθνύ πνπ πεξηέρεηαη ζην δηάιπκα είλαη 251κg. 

 Γηάιπκα 3: 0.1 ml ηνπ δηαιύκαηνο 2 αλακείρζεθαλ κε 0.4 ml δηαιύκαηνο 

κεζαλόιεο 80% v/v κε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0.57 mM. Η πνζόηεηα ηνπ 

αζθνξβηθνύ πνπ πεξηέρεηαη ζην δηάιπκα είλαη 50.2 κg. 

 Γηάιπκα 4: Έγηλε αλάκεημε 0.25 ml ηνπ δηαιύκαηνο 3 κε 0.25 ml ηνπ 

δηαιύκαηνο κεζαλόιεο 80% v/v θαη ην δηάιπκα πνπ πξνέθπςε είρε 

ζπγθέληξσζε 0.285 mM. Η πνζόηεηα ηνπ αζθνξβηθνύ πνπ πεξηείρε ην 

δηάιπκα ήηαλ 25.1 κg. 



 

Δείγμαηα πος μεηπήθηκαν ζηο θαζμαηοθωηόμεηπο UV-Vis: 

 Control: 2.995 κL δηαιύκαηνο Γ (DPPH) θαη 5 κL δηαιύκαηνο κεζαλόιεο 50% 

v/v. 

 Sample 1: 2.995 κL δηαιύκαηνο Γ (DPPH) θαη 5 κL δηαιύκαηνο 1. Η 

πνζόηεηα ηνπ αζθνξβηθνύ πνπ πεξηείρε ην δηάιπκα ήηαλ 5 κg. 

 Sample 2: 2.995 κL δηαιύκαηνο Γ (DPPH) θαη 5 κL δηαιύκαηνο 2. Η 

πνζόηεηα ηνπ αζθνξβηθνύ πνπ πεξηείρε ην δηάιπκα ήηαλ 2.5κg. 

 Sample 3: 2.995 κL δηαιύκαηνο Γ (DPPH) θαη 5 κL δηαιύκαηνο 3. Η 

πνζόηεηα ηνπ αζθνξβηθνύ πνπ πεξηείρε ην δηάιπκα ήηαλ 0.5 κg. 

 Sample 4: 2.995 κL δηαιύκαηνο Γ (DPPH) θαη 5 κL δηαιύκαηνο 4. Η 

πνζόηεηα ηνπ αζθνξβηθνύ πνπ πεξηείρε ην δηάιπκα ήηαλ 0.25 κg. 

 

 

Πίνακασ 2: Καμπφλθ βακμονόμθςθσ αναςτολισ τθσ ελεφκερθσ ρίηασ 
DPPH από διάλυμα αςκορβικοφ οξζοσ 

Όλνκα δείγκαηνο Απνξξόθεζε (Abs) 

ζηα 517 nm 

I% 

Blank 0.000  

Control 0.899  

Sample 1 0.674 25.03 

Sample 2 0.785 12.68 

Sample 3 0.887 1.33 

Sample 4 0.897 0.22 

 

  

Διάγπαμμα 1: Κακπύιε βαζκνλόκεζεο κε αζθνξβηθό νμύ. Σηνλ άμνλα y παξνπζηάδεηαη ην πνζνζηό 

αλαζηνιήο ηεο ξίδαο DPPH πνπ παξνπζηάδεη ε αληίζηνηρε ζπγθέληξσζε ηνπ αζθνξβηθνύ  νμένο 

(άμνλαο x). 

 

Από ηελ θακπύιε βαζκνλόκεζεο πξνθύπηεη ε εμίζσζε: 

𝑦 = −1.04505 + 15.796𝑥  (2), 

 

Με βάζε ηελ εμίζσζε 2 ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε αζθνξβηθνύ πνπ αληηζηνηρεί 

ζηε κέζε αλαζηνιή (Ι%=54.61) πνπ πξνθάιεζε ην πξνο εμέηαζε δείγκα. 



𝑥 =  3.52 κg/mL 

 

Σύνοψη αποηελεζμάηων: 

 

 

Πίνακαρ 3: Απνηειέζκαηα αλαζηνιήο ηεο ξίδαο DPPH πνπ πξνθάιεζε ην ε δνθηκαδόκελε 

ζπγθέληξσζε δείγκαηνο θαη ε αληίζηνηρε ζπγθέληξσζε αζθνξβηθνύ νμένο 

Όλνκα δείγκαηνο Σπγθέληξσζε (κg/mL) Ι (%) 

Sample (θξέκα) 258.33 54.61 

Αζθνξβηθό νμύ (πξόηππν) 3.52 54.61 

 

 

Σςμπεπάζμαηα: 

Τν πξντόλ ANTI SPOT πξνθάιεζε ηελ αλαζηνιή ηεο ειεύζεξεο ξίδαο DPPH. Ωο 

πξόηππε έλσζε αλαθνξάο κε επηβεβαησκέλε αληηνμεηδσηηθή δξάζε ρξεζηκνπνηήζεθε 

ην αζθνξβηθό νμύ.  

Τν δείγκα ηεο θξέκαο πνπ αμηνινγήζεθε είρε ζπγθέληξσζε 258.33κg/ml. Δάλ 

ιεθζεί ππόςε όηη ν αληηνμεηδσηηθόο παξάγνληαο ζην πξντόλ (εθρύιηζκα) απαληάηαη 

ζε πεξηεθηηθόηεηα 1.0% ε ζπγθέληξσζή ηνπ ζην δείγκα ππνινγίδεηαη όηη είλαη 

2.58κg/ml. 

Τα πνζνηηθά απνηειέζκαηα δείρλνπλ όηη απαηηείηαη ε δξάζε δηαιύκαηνο θξέκαο 

ζπγθέληξσζεο 258.33κg/ml (ζπγθέληξσζε αληηνμεηδσηηθνύ ζην δείγκα: 2.58κg/ml) 

ηζνδπλακεί κε απηή δηαιύκαηνο αζθνξβηθνύ νμένο ζπγθέληξσζεο 3.52κg/ml. 

Σύκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα  ην πξντόλ ANTI SPOT έρεη πνιύ θαιή 

αληηνμεηδσηηθή δξάζε.  
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