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LWSTEP I CEL PRACY




W dobie ogromnego postepu technologicznego i istnienia syntetycznych preparatow
leczniczych 1 pielegnacyjnych, specyfiki zawierajagce w swym skladzie substancje roslinne
ciesza si¢ niestabngca popularnosciag. Niewyczerpanym Zzrdédltem roznorodnych sktadnikow
naturalnych jest §wiat roslinny.

Sktad chemiczny roslin jest zlozony i1 obejmuje zaré6wno zwigzki proste, jak 1
polaczenia bardziej skomplikowane, z ktorych wicle ma silne dziatanie biologiczne. W
zwigzku z tym jako skladniki preparatow roslinnych, wykorzystywanych zardowno w celach
leczniczych 1 kosmetycznych stosuje si¢ wyizolowane poszczegdlne zwiazki, uznane za
substancje aktywne lub tez cate zespoty zwigzkow obecnych w roslinie, podawane w postaci
odpowiedniego przetworu, najczgsciej wyciggu. Stosowanie wyciggu powoduje najczesciej
lepszy efekt terapeutyczny niz pojedynczy zwigzek ze wzgledu na wspoldziatanie
synergistyczne wszestkich sktadnikow chemicznych wyciagu.

Preparaty zawierajace zwiazki naturalne lub wyciagi roslinne sg czesto lepiej akceptowane
przez konsumentow i uwazane za bardziej bezpieczne. Udowodniono, ze zmniejszajg one
ryzyko wystgpienia wielu chordb, zaliczanych do cywilizacyjnych lub tagodza ich powiktania
I spowalniaja procesy prowadzace do przedwczesnego starzenia si¢ organizmu.

Na sktad ro$lin wplywaja rézne czynniki, wynikajagce ze zmiennosci genetycznej,
srodowiskowe] 1 rozwojowej, ale takze istotne sg warunki zbioru, przechowywania i
otrzymywania wyciaggow roslinnych. W dalszym ciggu ograniczone sg dane na temat réznic w
skladzie wyciagdw przygotowywanych ze $wiezych surowcéw roslinnych i surowcow,
poddanych uprzednio procesowi suszenia. Roznice w sktadzie moga rzutowac na skutecznosé
badz ostabienie lub brak skutecznos$ci preparatow otrzymanych na bazie wyciggow
roslinnych.

Celem pracy byly badania porownawcze przemystowo otrzymanych (Zaktady
Zielarskie Phytopharm Kleka S.A) wyciagéw z wysuszonych surowcow w formie nalewek
(tinctura) 1 $wiezych surowcéOw w formie sokéw (succus). Do przygotowania wyciggow
wytypowano: li§¢ podbiatu - Farfarae folium, ziele melisy - Melissae herba, ziele owsa -
Avenae herba, lis¢ mitorzebu japonskiego - Ginkgo bilobae folium oraz kor¢ oczaru
wirginijskiego - Hamamelidis cortex. Badania poréwnawcze obejmowaly: oznaczenie
zawarto$ci zwigzkoéw polifenolowych 1 flawonoidowych oraz aktywnosci antyoksydacyjnej 1
przeciwdrobnoustrojowej w sokach i nalewkach. Dodatkowo przeprowadzono tez oznaczenie
zawartosci zwigzkow polifenolowych i flawonoidowych bezposrednio w surowcach $wiezych

i wysuszonych.
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1. Sposoby otrzymywania przemyslowego wyciagéw roslinnych

Wyciagi ro§linne otrzymywane sa poprzez wytrawienie materialu roslinnego
rozpuszczalnikiem, najcze$ciej woda lub etanolem i ich mieszaninami, a nastgpnie
odpowiednio zageszczane. Zawieraja one mieszaning wielu sktadnikdéw, chociaz na ich sktad
ma wplyw: rodzaj i stopien rozdrobnienia, metody ekstrakcji i suszenia surowca, a z kolei na
sktad surowcow roslinnych maja wptyw m. in.: warunki uprawy (miejsce, nawozenie) i

warunki zbioru.

1.1. Rodzaje wyciagéw ze wzgledu na stan zageszczenia

Ze wzgledu na stan zageszczenia, wyrdznia si¢ nastepujace rodzaje wyciggow:

- wyciagi suche (Extracta sicca) o konsystencji sypkiego proszku i zawartosci wody nie
wigcej niz 5% powstate po catkowitym odparowaniu rozpuszczalnika. Dla wyciggdéw tych
okre$la sie¢ tozsamo$¢, 0Znacza si¢: zawartos¢ substancji czynnych, strate masy po suszeniu,
popidt, zanieczyszczenia mikrobiologiczne oraz metale cigzkie. Wyciagi suche stosuje si¢ w
technologii aptecznej do przygotowania proszkéw lub otrzymywania mniej stgzonych
przetworéw z surowcOw zielarskich, np. syropow, nalewek, wyciagéw plynnych, a takze
sktadnikami granulatéw, tabletek, kapsulek, czopkéw. Stanowig trwalg posta¢ leku pod
warunkiem prawidtowego ich przechowywania. Ze wzgledu na higroskopijnos¢, nalezy
przechowywa¢ w szczelnie zamknigtych naczyniach, niekiedy nad $rodkami osuszajacymi,
np. zelem krzemionkowym lub w opakowaniach, zawierajacych w nakretce wkladke z

substancja osuszajacg [Janicki i inni 2006].

- wyciagi geste (Extracta spissa) to geste, plastyczne lub poélplastyczne masy o zawartoSci
wody do 30%, sa ciemne, maziste, lepkie, nietrwate, podatne na rozwd¢j mikroflory, jak i
zmiany charakteru sktadnikow czynnych, co spowodowane jest dzialalnoscia enzyméw. W
zaktadach przetworstwa zielarskiego jest potproduktem do szybkiego dalszego przerobu przy
otrzymywaniu granulatow, tabletek, a takze jako dobra substancja wigzaca [Janicki i inni
2006].

- wyciagi ptynne (Extracta fluida) sa przezroczyste, barwne o zapachu i smaku wtasciwym
dla wytrawionego surowca. Dla wyciggow tych okresla si¢ tozsamos¢, oznacza si¢: zawarto$é

substancji czynnych lub suchg pozostatos¢. Okresla si¢ tez zawartos¢ alkoholu etylowego,
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gesto$¢, zanieczyszczenia metalami ciezkimi i mikrobiologiczne. Trwato$¢ wyciagow
ptynnych zblizona jest do trwatosci nalewek, a stezenie substancji czynnych jest takie same,

jak w surowcu (1: 1) [Janicki i inni 2006].

- wyciagi olejowe (Extracta olea), stanowig forme¢ wyciggdw plynnych, poniewaz do
wytrawiania suchego surowca roslinnego uzywany jest olej roslinny jako rozpuszczalnik, a

wytrawieniu ulegaja substancje o charakterze lipofilowym [Janicki i inni 2006].

- wyciagi rzadkie ( Extracta tennua sive mollia) przygotowane ex tempore. W wyciggach tych
zawartos¢ wody wynosi od 50% - 60%. W warunkach przemystowych wyciagi te stosuje si¢
do sporzadzania granulatu lub tabletek [Janicki i inni 2006].

1.1.1. Metody otrzymywania wyciggow

Podstawowym procesem technologicznym otrzymywania wyciggdéw z surowcow naturalnych
jest ekstrakcja, polegajaca na wytrawianiu (oparte o zjawisko dyfuzji) za pomoca
rozpuszczalnikéw. Od sposobu podawania rozpuszczalnika rozréznia si¢: periodyczne metody
ekstrakcji, w ktorych rozpuszczalnik podawany jest jednorazowo lub w czesciach oraz ciggle
metody ekstrakcji, w ktorych surowiec styka sie stale ze Swiezym rozpuszczalnikiem [Brud i
Glinka 2001].

Periodyczne metody ekstrakcji moga by¢ jednostopniowe i wielostopniowe. W metodach
jednostopniowych na poczatku procesu podaje si¢ calg ilos¢ rozpuszczalnika. W momencie
wyréwnania stezen miedzy zawarto$cig komoérki, a rozpuszczalnikiem, proces konczy si¢
automatycznie [Brud i Glinka 2001].

Maceracja to najprostszy sposOb ekstrakcji; rozdrobniony surowiec =zalewa si¢
rozpuszczalnikiem ekstrahujacym, a nastgpnie po kilku dniach zlewa si¢ macerat z nad
wyekstrahowanego materialu. Dwa rownolegle procesy zachodza w przypadku
rozdrobnionego wysuszonego surowca: rozpuszczalnik wnika do uszkodzonych komorek
powierzchniowych, powodujac rozpuszczanie zawartosci komoérki 1 przenika do wngtrza
nieuszkodzonej komorki, przez $ciang komoérkowa, zbudowang z celulozy, posiadajaca
wlasciwos$ci pgcznienia i przepuszczania roztwordw molekularnych.

Zanim rozpuszczalnik wniknie do komorki, musi spowodowac jej specznienie. Zgrupowane
blisko siebie czasteczki celulozy, przyciagaja z duza sita czasteczki wody lub innego

rozpuszczalnika, ktory dostaje si¢ do wnetrza komorek i powoduje specznienie zasuszonej
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plazmy oraz rozpuszczenie zawartych w nich zwigzkéw. W zwigzku z tym we wnetrzu

komorki powstaje st¢zony roztwor, w stosunku do rozpuszczalnika, znajdujgcego si¢ poza

komorka, wytwarza si¢ duza roznica stezen. Poprzez btone komorkowa dyfunduja

rozpuszczone czasteczki zwiazkéw niskomolekularnych, natomiast zatrzymane zostaja

wysokomolekularne, np. koloidy. Dyfuzja trwa do zrownowazenia si¢ stezenia roztworu

wewnatrz komorki ze ste¢zeniem zewnetrznym. Ekstrakcja konczy si¢ po ustaleniu si¢

rownowagi. Catkowita ekstrakcja surowca podczas tego procesu jest nieosiggalna [Brud i

Glinka 2001].

Modyfikacja maceracji:

- maceracja z mieszaniem - surowiec miesza si¢ w maceratorze obrotowym,

- maceracja ultradzwigkami - w krotkim czasie tatwiej uzyskac catkowite wytrawienie
Surowca,

- maceracja w podwyzszonej temperaturze od 30°—50° C (dygestia),

- maceracja w podwyzszonej temperaturze i cisnieniu,

- maceracja wielokrotna,

- turbo ekstrakcja - ekstrakcja wirowa [Janicki 1 inni 2006, Muller i Hildebrand 1998].

Ciagle metody ekstrakcji - $wiezy rozpuszczalnik doptywa bez przerwy do surowca i wypiera

stopniowo mniej lub bardziej nasycony roztwor. Przez caly czas ekstrakcji utrzymuje si¢

maksymalna réznica stezen, pomiedzy roztworem znajdujacym si¢ w komorce, a plynem po

jej zewngtrznej stronie. Metoda ta gwarantuje w pierwszych frakcjach wyciagu dobra

wydajnos¢ catkowitg i wysokie stezenie poczatkowe zwigzkow czynnych.

Metody ekstrakcji ciaggtej to:

- perkolacja - ciagla ekstrakcja, w ktorej z surowca roslinnego wymywane sg zwiagzki

chemiczne ciagtym Iub periodycznie zmiennym strumieniem rozpuszczalnika. Metoda ta

stosowana jest w farmacji do otrzymywania wyciggow roslinnych i nalewek. W procesie tym

nastepuje catkowite wytrawienie surowca, wytwarzanie preparatow zageszczonych jak

réwniez zmniejszenie ilosci uzywanego rozpuszczalnika [Brud i Glinka 2001, Muller i

Hildebrand 1998].

- diakolacja - Zostata wprowadzona przez Breddina, jest to metoda perkolacji ci$nieniowej,

prowadzona w stosunkowo waskich rurach. Szybkos¢ wkraplania jest bardzo mata, dzigki

temu mozna ekstrahowac¢ ilo$cia rozpuszczalnika, réwng ilo$¢ surowca. W ten sposob

otrzymuje si¢ wyciagi plynne w stosunku 1:1.

- ewakolacja - metoda zostata opracowana przez Kesslera i polega na wykorzystaniu roznicy

ci$nien. Rury o $rednicy 17 mm i dlugosci 800 mm napetnia si¢ surowcem, przez ktory
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przepuszcza si¢ rozpuszczalnik, stosujac podcisnienie. Do regulowania szybkosci przeptywu
wykorzystana zostata roznica migdzy ciSnieniem wewnatrz aparatu, a ci$nieniem
zewngtrznym [Brud i Glinka 2001, Muller i Hildebrand 1998].

- wytrawienie za pomoca aparatu soxhleta - kroplami z chtodnicy spltywa rozpuszczalnik na
surowiec wytrawiajac go, nastepnie poprzez urzadzenie syfonujace przelewa si¢ do kolby,
ogrzewajac do wrzenia, a pary kondensuja na chtodnicy. Obieg rozpuszczalnika powtarza sig,
nielotna czg$¢ wyciagu pozostaje w kolbie [Brud i Glinka 2001].

Poza w/w metodami ekstrakcji cigglej stosuje sig:

- wytrawienie za pomocg baterii perkolatorow,

- wytrawienie ciagle przeciwpradowe,

- wytrawienie gazami, najczgsciej CO, [Muller i Hildebrand 1998].

Wyciagi ptynne (Extracta fluida) sporzadza si¢ przez wytrawianie surowca roslinnego
mieszaning alkoholu etylowego z woda [1lg wyciggu zawiera ciala czynne z 1g surowca
(1:1)]. Metodg dwustopniowej perkolacji dokonuje si¢ wytrawienie surowca; W pierwszym
etapie zbiera si¢ ptyn wyciggowy w ilosci 85% masy wytrawionego surowca 1 odstawia si¢, a
w drugim etapie prowadzi si¢ perkolacje do zupelnego wyczerpania surowca. Otrzymany w
drugim etapie perkolacji plyn wyciagowy, zageszcza si¢ do objetosci 15 cz. 1 miesza si¢ z
pierwsza czescig perkolatu tak, aby zostala zachowana proporcja 1:1. Obnizone cis$nienie 1
temperatura procesu nie przekraczajgca 50°C s3 czynnikami warunkujgcymi stabilnoéé
substancji czynnych podczas zaggszczania. Proces zageszczania przeprowadza sie¢ w
odpowiednich wyparkach. Mieszaning obu ptynéw wyciaggowych pozostawia si¢ na 3 doby w
temperaturze 15°C i saczy. Proces otrzymywania wyciagdéw ptynnych, przeprowadza sie w
warunkach przemystowych w baterii ekstraktoréw z mieszadtem lub perkolatoréw [Janicki i
inni 2006].

Wyciagi suche (Extracta sicca) sporzadza si¢ z ptynu wyciggowego przez oddestylowanie
rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem, do okreslonej suchej pozostalosci. W
warunkach laboratoryjnych, wytrawienie surowca przeprowadza si¢ metoda perkolacji
dwustopniowej, stosujac jako rozpuszczalnik alkohol etylowy o réznym stezeniu. W skali
przemystowej proces ten przeprowadza si¢ w bateriach ekstrakcyjnych, wykorzystujac
metody dynamiczne. Zastosowanie maja tez dodatkowe operacje technologiczne, nie
normowane wymaganiami farmakopealnymi. Sg nimi najczesciej: wstgpne odbalastowanie
surowcOw rozpuszczalnikami niepolarnymi, przeprowadzenie zespotu czynnego do fazy
polarnej i reekstrakcja w fazie ciecz - ciecz, rozpuszczalnikami wybidrczymi, czesto przy

zroznicowanej kwasowosci tych procesow.



Proces zaggszczania w warunkach laboratoryjnych przeprowadza si¢ w wyparkach, a ptyn
wyciggowy zageszcza si¢ do masy o konsystencji syropu, zawierajacej 60 - 85% suchej masy.
W suszarkach prozniowych przeprowadza si¢ calkowite odparowanie rozpuszczalnika. W
celu szybkiego zageszczenia ptynu wyciggowego w stosunkowo niskiej temperaturze, stosuje
si¢ wyparki obiegowe lub cienkowarstwowe (suszenie ochronne) [Janicki i inni 2006].
Wyciggi geste (Extracta spissa) otrzymuje si¢ na ogdt metodsa ekstrakcji bateryjnej, z
zastosowaniem zroznicowanych technik. Jako rozpuszczalnik moze by¢ zastosowany etanol
w mieszaninie z woda lub woda. Do uzyskania masy gestej i lepkiej, o konsystencji mazistej,
zawierajacej okoto 70% suchej masy, przeprowadza si¢ zageszczenie.

Wyciggi olejowe (Extracta olea) otrzymuje si¢ w wyniku maceracji dynamicznej. W
warunkach przemystowych stosowane s3 maceratory z mieszadlem 2z mozliwoscia
prowadzenia procesu ekstrakcji w podwyzszonej temperaturze. Zbiera si¢ plyn wyciagowy
przez odciekanie, a surowiec poddaje prasowaniu, najczesciej w prasie Slimakowej. Polaczone

ptyny wyciggowe saczy sie [Janicki i inni 2006].

1.1.2. Urzadzenia do ekstrakcji surowcow roslinnych wykorzystywane w produkcji

Urzadzenia do ekstrakcji surowcow roslinnych mozna podzieli¢ na:

- wielkoprzemystowe - stosuje si¢ w zaktadach o ograniczonym asortymencie produkcii,
zajmujacych si¢ izolacjg czystych zwigzkow, np. alkaloidow maku.

W produkcji przemyslowej stosowane s3 wyparki cienkowarstwowe prozniowe.
Roéznorodnos¢ konstrukeji tych urzadzen jest duza, zalezy od wielu czynnikéw (m.in. od
lepkosci zageszczanych cieczy). Do oddestylowania cieczy o matej lepkosci stosuje si¢
wyparki Expanding - Flow, natomiast dla cieczy o duzej lepkosci wyparki systemu
Liprotherm. Czesto uzywane sg wyparki cylindryczne kilkumetrowej wysokos$ci, ogrzewane
ptaszczowo.

- laboratoryjno - apteczne - stosuje si¢ klasyczne perkolatory, ekstraktory kotowe, wyparki
obiegowe, rotacyjne (Rotavapor). W produkcji laboratoryjnej przeprowadza si¢ ekstrakcje
wirowa przy pomocy szybko obrotowych mieszadet, ktére obracaja si¢ wewnatrz
nieruchomego statora. Naczynie ekstrakcyjne otoczone jest spiralg chtodzaca, znajdujaca si¢
w naczyniu z woda. Plyn w naczyniu ekstrakcyjnym musi by¢ utrzymywany w stalej
temperaturze. W przypadku wzrostu temperatury (powyzej temperatura wrzenia) moze doj$¢

do degradacji zwigzkow czynnych zawartych w ptynie.



Podczas zageszczania wyciggow z surowcow roslinnych pojawia si¢ piana. Na skutek duzej
szybkosci cyrkulacji, w wyparkach obiegowych rozbicie piany zachodzi prawie
automatycznie. Urzadzenie do rozbijania piany sklada si¢ ze stozkowatych talerzy
osadzonych na wydrazonej wewnatrz osi. Na wewngtrznej stronie talerzy znajdujg sie¢
radialnie ustawione blaszki. Urzadzenie to posiada wlasny naped i dzigki uszczelkom moze

by¢ zamontowane do urzadzen pracujacych pod zwigkszonym lub zmniejszonym ci§nieniem

[Janicki i inni 2006, Muller i Hildebrand 1998].

1.1.3.Solubilizatory stosowane jako substancje pomocnicze w technologii ekstrakcyjnej

W technologii ekstrakcyjnej, w celu poprawienia rozpuszczalnosci w wodzie substancji
trudno w niej rozpuszczalnych, bez spowodowania zmian chemicznych, stosuje si¢
solubilizatory objetne. Najczesciej stosuje si¢ solubilizatory niejonogenne, takie jak:

- Tween 20 - monolaurynian polioksyetylenosorbitanu,

- Tween 40 - monopalmitynian polioksyetylenosorbitanu,

- Tween 60 - monostearynian polioksyetylenosorbitanu,

- Tween 80 - monooleinian polioksyetylenosorbitanu
Przy$pieszaja one tez resorbcje wielu zwigzkow [Brud i Glinka 2001].

Do zlikwidowania piany w wyciagach uzywa si¢ $rodkéw przeciw pienieniu, takich jak:
olejéw ro$linnych (sojowego, Inianego), smalcu, pochodnych kwasow tluszczowych,
alkoholu oktylowego, cetylowego, poliglikole i silikony. Substancje te powinny:

- usuwac elastyczno$¢ powierzchni piany,

- posiadac¢ niskie napiecie powierzchniowe,

- fatwo rozprzestrzenia¢ si¢ po powierzchni piany,

- posiada¢ malg rozpuszczalno$¢ [Janicki i inni 2006, Muller i Hildebrand 1998].
Substancje pomocnicze: syrop skrobiowy, maltodekstryna, glukoza, skrobia, mannitol,
koloidalna krzemionka, celuloza i jej pochodne, stosowane jako dodatek podczas suszenia
rozpylowego, w celu otrzymania produktu o ograniczonej higroskopijnosci oraz o okreslonej

zawartosci substancji czynnych [Janicki i inni 2006].

1.2. Wyciagi i ich wytwarzanie wg Farmakopei Polskiej wydanie IX

Wg FP IX wyciagi (extracta) okreslone sg jako przetwory o konsystencji: ptynnej, do

ktorych zalicza si¢ wyciagi 1 nalewki, potstalej to wyciagi geste 1 oleozywice oraz stalej
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stanowigce wyciagi suche. Wyciagi te otrzymywane sg z substancji roslinnej lub substancji
pochodzenia zwierzecego, ktore w wigkszosci s3 w postaci wysuszonej. Ze wzgledu na
zastosowanie i sposob wytwarzania mozna wyr6zni¢ kilka rodzajow wyciggow, np.:

- wyciagi standaryzowane - doprowadzone sa do wymaganej zawarto$ci sktadnikow o znane;j
aktywno$ci terapeutycznej, z uwzglednieniem przyjetej tolerancji. Standaryzacje uzyskuje si¢
przez dodanie do wyciaggu substancji obojetnej lub przez zmieszanie partii wyciggow,

- wyciaggi kwantyfikowane (oznaczone iloSciowo) - doprowadzone sa do okreslonej
zawarto$ci sktadnikow. Dostosowanie uzyskuje si¢ przez zmieszanie partii wyciaggow,

- inne wyciagi okre$lane sa przez proces ich produkcji (posta¢ substancji roslinnej lub
zwierzecej uzytej do wytrawiania, warunki ekstrakcji, rozpuszczalnik) oraz ich specyfikacje.
Wytwarzanie wyciaggdw zwigzane jest z zastosowaniem odpowiednich metod przy uzyciu
etanolu lub innych rozpuszczalnikow. Przed wtrawianiem rozne serie substancji pochodzenia
ros$linnego lub zwierzgcego moga by¢ zmieszane. Wytrawiana substancja ro$linna lub
zwierzeca poddana moze by¢ wstgpnemu procesowi, np.: inaktywacji enzymow,
rozdrabnianiu lub odttuszczaniu. Natomiast niepozadane sktadniki mogg by¢ usuwane po
wytrawieniu [Farmakopea Polska X 2011].

Uzyte do przygotowania wyciagdw substancje roslinne lub pochodzenia zwierzecego musza
by¢ zgodne ze stosowang monografig farmakopealna.

Ze wzgledu na konsystencje wyrdznia si¢:

- wyciagi ptynne (Extracta fluida) - sa przetworami o konsystencji ptynnej, w ktorych
pierwsza cze¢s¢ ich masy lub objetosci odpowiada pierwszej czesci wysuszonej substancji
roslinnej lub pochodzenia zwierzgcego. Wyciagi tego rodzaju sg przygotowywane z uzyciem
etanolu o okreslonym stezeniu lub wody do wytrawiania substancji roslinnej lub pochodzenia
zwierzgcego albo tez przez rozpuszczenie w etanolu badz w wodzie wyciagu gestego lub
suchego.

- nalewki (Tincturae) - sg ptynnymi przetworami otrzymanymi przez wytrawianie jednej
czesci substancji roslinnej lub pochodzenia zwierzecego 1 pigciu cze$ci rozpuszczalnika.
Nalewki sg przygotowywane przez maceracj¢ lub perkolacje, uzywajac tylko etanolu 0
odpowiednim stezeniu do wytrawiania substancji roslinnej lub pochodzenia zwierzgcego
wzglednie przez rozpuszczenie w etanolu wyciggu gestego lub suchego. Nalewki sg
przezroczystymi przetworami. Niewielki osad powstaly w wyniku przechowywania nalewki
jest akceptowany, dopoki sktad przetworu nie zmieni si¢ znaczaco.

- wyciagi geste (Extracta spissa) - sga przetworami poOlstalymi otrzymanymi przez

odparowanie lub cze¢sciowe odparowanie rozpuszczalnika uzytego do wytrawiania.



- oleozywice (Oleoresina) - polstale roztwory zywicy w olejku eterycznym lub w oleju
thustym. Otrzymywane sg przez odparowanie rozpuszczalnika badz rozpuszczalnikéw uzytych
do ich wytwarzania.

- wyciagi suche (Extracta sicca) - przetwory o stalej konsystencji, otrzymywane przez
odparowanie rozpuszczalnika uzytego do ich wytwarzania. Strata masy po suszeniu w

wyciggach suchych nie powinna by¢ wigksza niz 5% (m/m) [Farmakopea Polska 1X 2011].



2. Sklad, dzialanie, zastosowanie wybranych surowcow roslinnych

Rosliny sg bogatym zrodtem substancji biologicznie aktywnych, ktére oddzialuja na
organizm cztowieka, zapobiegaja chorobom, maja wlasciwosci lecznicze, ale tez moga by¢
zrodlem groznych trucizn. Dziatanie farmakologiczne zalezy od chemicznej budowy danej
substancji, dawki oraz sposobu podania. W kosmetyce powszechnie stosuje si¢ wyciagi z
surowcow pochodzenia roslinnego, pozyskiwane z owocow, kwiatow, lisci, ktagczy, korzeni
oraz kory. Maja one czgsto charakter metabolitow wtornych. Najczesciej pozyskuje si¢ je z
tych organow, w ktorych nagromadzona jest ich najwigksza 1los¢.

W niniejszym rozdziale przedstawie¢ sktad i dzialanie pigciu wybranych roslin, z
ktorych w lecznictwie wykorzystywane sa surowce: Avenae herba, Farfarae folium, Ginkgo
bilobae folium, Hamamelidis cortex, Melissae herba, z ktorych wyciagi sa wykorzystywane w

przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym.
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2.1. Owies zwyczajny (Avena sativa L.)
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Rycina 1. Avena sativa L. [http://pl.wikipedia.org/wiki/Owies]
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2.1.1. Charakterystyka botaniczna, wystepowanie

Nazwa owies notowana jest w polszczyznie od XIV wieku, jednak pochodzenie tego

stowa sigga zamierzchtej przesziosci. Proslowianska nazwa owies jest starg nazwa zboza,
pochodzaca od stowa anig - z jezyka indoeuropejskiego lub wywodzi si¢ z jezyka greckiego -
aigilops [Mitrofanov 1968]. Avasdm i avasa to pokrewne stowa, ktore byly uzywane przez
etymologow od 1500 r. p.n.e.w jezyku staroindyjskim. Owies gluchy (Avena fatua), jako
chwast pszenicy plaskurki (Triticum dicoccum) pojawit si¢ na terenach Europy w epoce
starszego brazu, w drugim tysigcleciu. Na obszarach Danii, Szwecji, Finlandii oraz Wyspach
Brytyjskich, owies wyparl wymagajaca pszenicg. Ziarna owsa gluchego znaleziono tez w
wykopaliskach biskupinskich (z ok. 700 r. p.n.e.). Jako chwast leczniczy owies stosowano w
starozytnej Grecji. Owies nagi (Avena nuda) uprawiano w Chinach od VII wieku n.e. Po raz
pierwszy do Ameryki sprowadzono to zboze w 1602 roku, a do Australii w XVIII wieku. Na
ziemiach polskich traktowano poczatkowo owies jako chwast, natomiast uprawa zwigzana
jest z pobytem Celtow na polskich obszarach. Odciski ziarniakow owsa znaleziono mig¢dzy
innymi na stanowiskach archeologicznych w Mogile (Krakéw - Nowa Huta) oraz w Nowej
Cerekwi (Opolskie) [Gasiorowski i Cierniewska 1995].
Pod wzgledem systematycznym owies (Avena) nalezy do rodziny traw (Gramineae),
podrodziny wiechlinowate (Baeoideae), plemienia owsowatych (Aveneae). Euavena - owsy,
to zboze jednoroczne, dzikie gatunki i chwasty, natomiast Avenastrum, to wieloletnie trawy
takowe i pastwiskowe. Owies jary i ozimy, to formy zwigzane z okresem wegetacji zboza. W
Polsce uprawiany jest owies jary, w Wielkiej Brytanii, Francji, Belgii na ziarno wysiewa si¢
owies ozimy, a w Ameryce, Australii i Nowej Zelandii na kiszonke i siano [Gasiorowski i
Cierniewska 1995].

Systematyka botaniczna rodzaju Avena jest skomplikowana i w trakcie
opracowywania. Opierajac si¢ na poliploidalnosci dzieli si¢ go na trzy grupy: diploidalna (2n
= 14), tetraploidalna (2n = 28) i heksaploidalna (2n = 42). Gatunki ro6znig sie¢: liczbg i
morfologia chromosomoéw, ksztaltem wiechy, pokrojem rosliny, charakterystyka plew i
plewek oraz w przypadku gatunkow dzikich, sposobem rozsiewania si¢ (osypywania).
Wigkszos¢ z gatunkow rodzaju Avena stanowig rosliny dziko rosngce i chwasty. Do roslin
uprawnych nalezy przede wszystkim owies siewny Avena sativa (ok. 90% upraw na §wiecie),
rzadziej uprawia si¢ pozostate gatunki: Avena strigosa, Avena abissinica, Avena byzantina i
Avena fatua [Leggett 1992].

12



Korzen (radix) - system korzeniowy wiazkowy. W poczatkowej fazie kielkowania ziarna,
wyksztalcajg si¢ korzenie zarodkowe, nastepnic powstaje system korzeniowy, tworzacy si¢ z
korzeni pozarodkowych, ktore wyrastaja z weztow todygowych. System korzeniowy Stanowi
rozgalgziong mase nitkowata, rozchodzacg si¢ w roznych kierunkach, w promieniu 20 cm na
glebokosci 80 cm. W przesuszonych warstwach gleby pojedyncze korzenie, moga dochodzié¢
do glebokosci 2 m [Gasiorowski 1 Cierniewska 1995].

Lodyga (culmus) - nazywana zdzbtem lub potocznie stomg. Wyr6znia si¢ dwa rodzaje pedow:
ped glowny, powstajacy ze stozka wzrostu i pedy boczne, ktore uformowaty sie W wezlach
krzewienia. Zwykle wytwarza pie¢ zdzbet, majacych dtugos¢ od 40 do 120 cm. Zdzbta
gléwne 1 boczne sg wyprostowane o ksztalcie cylindrycznym, wewnatrz puste, dojrzate ma
sze$¢ do siedmiu pelnych wezidw. Lodyga owsa wraz z osadzonymi na niej li§¢émi, spetnia
role organu asymilujacego oraz magazynujacego sktadniki pokarmowe i produkty asymilacji.

Lis¢ (folium) - w poczatkowej fazie rozwoju mtode liscie owsa skrgcone sg w lewo. Pochwa
liSciowa, otaczajagca migdzywezla jest otwarta, natomiast brzegi jej zachodza na siebie.
Jezyczek (ligula), to cienka btonka poprzeczna miedzy pochwg liSciows, a blaszka lisciowa.
Jest ona dtuga, zakonczona stozkowato o brzegach zabkowanych.

Wiecha (panicula) - jest kwiatostanem owsa. Osadka, zlozona z weztow 1 migdzywezli
stanowi gtowng o$ kwiatostanu, posiada ona boczne rozgatezienia, na ktéorych osadzone sa
ktoski. Dla danej odmiany owsa, ksztalt wiechy jest zréznicowany na dwa podstawowe typy:

- choragiewkowata - ma odgalgzienia boczne, zwrocone w jedng strong 1 ustawione w
stosunku do osi kwiatostanu pod katem 10 - 25°,

- rozpierzchta - ma odgat¢zienia boczne, ktdre zwrdcone sg w rozne strony w stosunku do osi
gléwnej. W obrebie wiechy rozpierzchlej wyrdznia si¢ cztery podgrupy w zaleznosci od
ustawienia galazek bocznych: zwisla, krzaczasta, sztywna (wzniesiong) i rozstrzelong [Herse
1979].

Na koncach rozgatezieh wiechy, mieszcza si¢ kloski, otoczone dwiema plewami,
okrywajacymi kwiatki (1-3, najczeSciej sa dwa) umieszczone na krotkiej osi. Kwiat owsa
sktada si¢ z plewek: dolnej (zewnetrznej) 1 gornej (wewnetrznej), stupka i trzech precikow.
Kwiatki sg obuptciowe, a stupek jednozalagzkowy, pierzasty. Ktoski dwu- lub trzykwiatkowe.
Ksztattem przypominajg todeczke o regularnej powierzchni. Kwiatki sg ptodne, ziarniak
dolny silnie rozwinigty, szczelnie zamknigty przez zewngtrzng plewke kwiatowa (palea) o
siedmiu zytkach, otaczajaca ziarniak w 75%. Ziarniak gorny znajduje si¢ powyzej ziarniaka
dolnego i osadzony jest na krotkim trzoneczku. Jest szczelnie zamkniety przez wiasne plewki

kwiatowe [Gasiorowski i Cierniewska 1995, Dubas i Gladysiak 1994].
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Owoc (fructus) - suchy niepekajacy, jednonasienny ziarniak. Ziarniak owsa oplewionego
zamkniety jest w tusce. Ziarniak owsa nagiego nie ma plewek. Grubos¢ plewki kwiatowe;j
waha si¢ od 140 do 169 um i stanowi $rednio 25 - 30% masy ziarniaka. Powierzchnia ziarna
owsa pokryta jest wloskami, ktore w zaleznosci od polozenia majg rézne rozmiary. Wtoski
znajdujgce si¢ w brodce osiggaja dtugos¢ od 800 - 1200 um, a grubos¢ ich u podstawy wynosi
18 - 20 um, wtoski rozmieszczone w $rodkowej czesci ziarniaka majg dlugos¢ 200 - 300 um,

a grubos¢ 4 - 8 um [Aufhammer i Fischbeck 1973].
2.1.2. Wymagania klimatyczne i glebowe

Lagodny klimat sprzyja uprawie owsa. Ziarna zaczynajq kietkowa¢ w temperaturze 2 -
3°C, a w okresie krzewienia temperatura powinna miescié sie od 13 do 18°C.

Podczas krzewienia i formowania ziarna, wysoka temperatura ma wplyw na nieprawidtowa
wielko$¢ plonu [Gasiorowski i Cierniewska 1995]. Owies posiada mate wymagania cieplne,
dlatego zboze to odporne na ostry klimat, znajduje lepsze warunki uprawy w Polsce na
péinocy, w rejonach podgorskich i gorach na wysokosci 700 m n.p.m. Obfite opady sprzyjaja,
a nadmiar wody, susze majowe oraz czerwcowe, oslabiajg wzrost ro$liny. Ilo$¢ wody
potrzebna owsu do otrzymania 1 kg suchej masy to okoto 500 litrow, natomiast pszenica jara i
jeczmien zuzywaja 350 - 400 litréw. Stoneczny i suchy okres od kwitnienia do zawiazywania
si¢ ziarniakow, sprzyja dobremu ich wypelnianiu oraz rownomiernemu dojrzewaniu
[Gasiorowski i Cierniewska 1995].

Okres wegetacji owsa skraca sie¢ i wydtuza, zaleznie od dtugos$ci dnia, tzn. im dtuzszy dzien
tym krotszy okres rozwoju wegetatywnego. Wzrost rosliny, odbywajacy si¢ przy dobrym
o$wietleniu, wzmacnia jej odporno$¢ na wyleganie i choroby, a proces fotosyntezy jest
wyzszy niz przy niedoborze $wiatta [Gasiorowski 1 Cierniewska 1995].

Wymagania glebowe owsa w przeciwienstwie do pszenicy i jeczmienia nie sg zbyt
duze. Najodpowiedniejszymi glebami, spetniajgcymi warunki sa: wilgotne mady nadrzeczne,
gliniaste szczerki, nie przesuszone torfowiska, moze by¢ tez uprawiany na ci¢zkich glebach
gliniastych. Znosi gleby kwasne i podmokte, nie wymaga ich wapnowania. Potozone wysoko
na terenach gorskich gleby orne, zaliczane sg ze wzgledu na warunki Klimatyczne, do tzw.
kompleksu owsiano - ziemniaczanego (na wysokosci 500 - 700 m n.p.m.) [Gasiorowski i
Cierniewska 1995, Dobrzanski i Zawadzki 1999].
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Ze wzgledow klimatycznych w réznych rejonach kraju za optymalny okres wysiewu owsa,
uwaza si¢ termin od 15 do 25 marca, najp6zniej do 10 kwietnia [Ggsiorowski i Cierniewska

1995].

2.1.3. Sklad chemiczny

Owies posiada roznorodne zwigzki chemiczne w réznych czgsciach rosliny. Duze
ilosci weglowodanow wystepuja W slomie, ziarniakach i korzeniach, natomiast dobrze
przyswajalne biatko w ilosci 7 - 23 % zawiera ziele i ziarno. W ziarnach wykryto zwiazki
sterolowe, a przede wszystkim B-sitosterol, -awenasterol oraz stigmasterol. W stomie
owsianej, zielu i ziarniakach, znaleziono saponiny steroidowe (avenakozyd A i avenakozyd
B) [European Medicines Agency 2008]. Obecnos$¢ saponin tri terpenowych, wykryto w
korzeniach owsa, a zwiazki flawonoidowe w zielu owsianym i stomie, natomiast w ziarnie
znaleziono réwniez alkaloidy: delkozyne, delsoming i likoktoning, a takze witaming C,
thuszcz i melatonine. Plewka i ziarno owsa jest bogate w sktadniki mineralne i witaminy oraz
znaczne ilosci krzemu w formie rozpuszczalnej [European Medicines Agency 2008, Glinka R.
I Glinka M. 2008].

BIALKA - owies zawiera znaczng ilo$¢ globulin, stanowigcych okoto 50 - 80% masy
wszystkich biatek [Bartnikowska i inni 2000] oraz niska zawartoscig prolaminy i gluteliny 20
- 25%. Aminokwasowy sktad obluszczonego ziarniaka owsa jest bardziej korzystny pod
wzgledem zywieniowym, niz w przypadku innych zbdz, gléwnie ze wzgledu na wicksza
zawarto$¢ wazniejszych aminokwasow egzogennych (lizyna, treonina, metionina). W owsie
wystepuje $rednio wyzsza niz w innych zbozach, zawartos¢ lizyny (4,2%), treoniny (3,3%)
oraz fenyloalaniny i tyrozyny (w sumie ponad 8,8%). Wyzsza jest zawarto$¢ tryptofanu-
1,3%, a takze metioniny - ponad 3% w wybranych odmianach [Gasiorowski i Cierniewska
1995]. Obserwowano tez wysoka zawarto$¢ aminokwaséw o tancuchach rozgatezionych
(leucyna + izoleucyna - 16,6 %). Podobnie do innych zbdz, prolaminy zawieraja okoto 43%
sumy gluteliny (gliadyna + prolamina) oraz nizsza od pozostatych frakcji, zawarto$¢
glownych aminokwaséw egzogennych, ale poziom lizyny jest w niej nizszy niz u prolamin
innych zb6z. Poziom aminokwasoéw o tancuchach rozgalezionych jest w prolaminie owsa
wysoki (18%), aminokwaséw aromatycznych nie odbiega od poziomu w catym ziarnie, a
zawartos¢ metioniny - ponad 3% jest w tej frakcji najwyzsza. Korzystnym sktadnikiem

aminokwasowym z zywieniowego punktu widzenia sg albuminy i globuliny, ktére stanowig
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wspolnie okoto 70% biatka ogotem, to wlasnie ich poziom wptywa na warto§¢ zywieniowa
owsa i produktéw jego przerobu [Gasiorowski 2003].

WEGLOWODANY - 1% catkowitej ilosci mono- i oligosacharydow, stanowi sacharoza (640
mg/100g), fruktoza (91mg/100g), rafinoza (190mg/100g) i glukoza (52mg/100g), zawartos¢
polisacharydow w owsie jest niska, dominuje tu skrobia, okoto 55%, a wiec okoto 10% mnie;j
w poréwnaniu do innych zbdz, zmagazynowana w bielmie. [Bartnikowska i inni 2000].
Oproécz skrobi na uwage zastuguja: hemiceluloza i celuloza, tworzace strukturg S$cian
komoérkowych, sktadowe btonnika pokarmowego.

TLUSZCZE - pod wzgledem zawartos$ci ttuszczu (4 - 10%) owies zdecydowanie przewyzsza
inne zboza uprawiane w Polsce. Lipidy zawarte w ziarniakach owsa, wyst¢puja w postaci
polarnego thuszczu ztozonego (fosfolipidy i glikolipidy) oraz niepolarnego ttuszczu prostego
(triacyloglicerole, monoacyglicerole, wolne kwasy tluszczowe), ponadto towarzysza im
sterole i estry kwasow tluszczowych. Nienasycone kwasy tluszczowe, stanowig okoto 80%
wszystkich kwasow. Sg to glownie kwasy: oleinowy (29 - 53%), linolowy (24 - 48%), o -
linolenowy (1-5%), a takze kwasy o dluzszych tancuchach: arachidonowy,
eikozapentaenowy, dokozaheksaenowy [Gasiorowski 1 Cierniewska 1995]. Spozycie 100g
ptatkéw owsianych, pozwala na pokrycie okoto 30% dziennego zapotrzebowania czlowieka
na kwas linolowy [Gasiorowski 2003]. NNKT spetniaja wazng role w przemianach
biochemicznych organizmu oraz w regulacji czynnosci fizjologicznych (np. poprzez syntezg
prostaglandyn) [Gasiorowski 2003]. Kwasy te hamujg réwniez proces agregacji ptytek krwi,
zapobiegajac w ten sposob powstawaniu zakrzepow. Zdolno$¢ obnizania cholesterolu,
poprzez zastosowanie diety owsianej, jest spowodowana obecnoscig: btonnika pokarmowego,
kwasu linolowego, polifenoli oraz fitosteroli.

PRZECIWUTLENIACZE - naleza do nich zwigzki polifenolowe:  kwasy
hydroksybenzoesowe - pochodne kwasu protokatechowego, hydroksycynamonowe- p-
kumarowy, ferulowy i kawowy, Ponadto w ziarnie owsa do zwigzkow wykazujgcych
wilasciwos$ci przeciwutleniajgce, zalicza sie: amidy, alkilofenole, flawonoidy i awentramidyny
[Peterson 2001, Gasiorowski 1 Cierniewska 1995]. Przeciwutleniajagce dziatanie polifenoli,
polega na ich zdolno$ci do taczenia si¢ z metalami - Fe i Cu, uniemozliwiajgc ich udziat w
procesach enzymatycznych utleniania. Mogg tez oddawa¢ elektron wolnym rodnikom, co je
unieczynnia [Hanczakowski 2002]. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca kwasow fenolowych
zalezy od ich budowy chemicznej, a dokladniej od grup metyloksylowych czy
hydroksylowych w czasteczkach kwasow. Awentramidyny sa termo stabilne, stad ich

zdolnosci przeciwutleniajgce nie obnizajg sie, mMimo przeprowadzanych zabiegow
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technologicznych [Dimberg i inni 1993]. Aktywno$¢ zwigzkow jest zblizona do
syntetycznych przeciwutleniaczy, takich jak: butylohydroksytoluen (BHT) i galusan propylu
[Rosicka - Kaczmarek 2004]. Odznaczaja si¢ réwniez dzialaniem bakteriostatycznym,
poprawiaja prac¢ serca i wywieraja pozytywny wplyw na krazenie oraz zapobiegaja
chronicznym zapaleniom [Finley 2004], nawet chorobom nowotworowym. Negatywng strong
obecno$ci awentramidyn jest obnizenie przyswajalnosci biatek [Rosicka - Kaczmarek 2004].
FITYNIANY - ziarno owsa zawiera 0,76 - 1,1% kwasu fitynowego, coO w poroéwnaniu z
ziarnami innych zb6z, jest $rednig warto$cig [Gasiorowski 1 Cierniewska 1995]. Kwas
fitynowy i jego pochodne ze wzgledu na trwate wigzanie P, Ca, Fe, Mg, Mn, Zn i Cu z
przewodu pokarmowego, uwazano jedynie za czynniki antyodzywcze. Z powodu wigzania
jonow metali przejsciowych (Fe, Cu), kwas fitynowy mozna uwazaé¢ za zwigzek, ktory
wykazuje dziatanie przeciwutleniajace, ktore chroni komorki btony §luzowej jelita. Jako
zrédlo mezoinozytolu, nalezacego do grupy witamin o nieznanej blizej funkcji
koenzymatycznej, posiada wilasciwosci czynnika wzrostowego, przeciwmiazdzycowego,
przeciwcukrzycowego i przeciwrakowego [Gasiorowski i Cierniewska 1995, Bartnikowska
1997].

WITAMINY - zawiera witaminy z grupy B (B, By, Bs), kwas pantotenowy, witaming E i K.
[Gasiorowski 1994].

SOLE MINERALNE - produkty zbozowe sg zrodtem soli mineralnych. Najwigcej ich jest w
zarodku i warstwie peryferyjnej ziarna. Substancje mineralne, zawarte w ziarnie owsa s3
dodatnio skorelowane z zawartoscig sktadnikow wtokna pokarmowego. Na uwage zastuguja
zwigzki Ca, Mg, P, Fe oraz duze iloSci rozpuszczalnej w wodzie krzemionki (91,7 - 2,8%),
rowniez cenny dla zdrowia Zn, m.in. w platkach owsianych, mlodym owsie, a w
szczegbdlnosci w plewach 1 otrgbach. Na uwage zastuguje rowniez bardzo niska zawarto$¢ Na,
co powinno by¢ cenng informacjg dla oséb z niewydolnoscig uktadu krazenia [Gasiorowski

1994, Makowska 2002].

2.1.4. Dzialanie i zastosowanie

Wyciggom z ziela owsa przypisuje si¢ dziatanie wykrztusne, przeciwbolowe,
moczopedne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwzapalne, przeciwdepresyjne,
uspakajajgce, nasenne, poprawiajagce metabolizm. Obnizajg tez poziom kwasu moczowego
we krwi, wzmacniajg uktad nerwowy, dostarczajg makro- i mikroelementdéw, chronig komorki

watroby przed uszkodzeniem, zapobiegaja powstawaniu kamieni moczowych.
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Ptatki owsiane 1 ziarniaki dzialaja powlekajaco, dostarczaja witamin, obnizaja poziom

cholesterolu i kwasu moczowego we krwi, dziatajg oczyszczajaco na jelita [Koztowski i inni

2008]. Maka i ptatki owsiane majg dziatanie zmigkczajace, z ktorych wodne zawiesiny,

wykorzystywane sa do okltadow na ropnie i czyraki. Po dodaniu ich do S$rodkéw

kosmetycznych, usuwajg martwy naskorek, brud i osad z réznych powierzchni ciata. Maka

tworzy ochronny film na skorze, wtosach oraz paznokciach [Jedrzejko 1 inni 2007].

Zastosowanie owsa w celach leczniczych:

ekstrakt alkoholowy ze §wiezej, calej rosliny, podawano grupie ochotnikéw dla
ulatwienia zaprzestania palenia papierosdw, co znacznie zmniejszyto gtod
nikotynowy, dzigki temu utatwito rzucenie natogowego palenia [Anand 1971].
Ekstrakt z zielonych czes$ci rosliny, zawiera w swoim sktadzie substancje o
wilasciwo$ciach antagonistycznych w stosunku do morfiny [Connor 1 inni 1975].
Ekstrakt z lisci owsa wplywa na wydzielanie hormonu folikulotropowego (FSH) -
hormonu plciowego z kory mozgowej, podwzgoérza i przysadki [Sugawara i
Webster 1986].

Wyciagi z ziela owsa wykorzystuje si¢ w celach leczniczych:

v' wewnetrznie: W chorobach nerek i pecherza moczowego, kamicy moczowej,

schorzeniach uktadu sercowo-naczyniowego i drég oddechowych, nadczynno$ci
tarczycy, pomocniczo w padaczce i zaburzeniach przemiany materii;

napary z ziarna podaje si¢ w dnie moczanowej, chorobach reumatycznych,
wyczerpaniu nerwowym, ostabieniu, cukrzycy, nikotynizmie, przy zbyt wysokim
poziomie cholesterolu we krwi;

W leczeniu dietetycznym jako potrawe lekko strawng oraz jako srodek powlekajacy
w stanach zapalnych, podraznieniach btony $luzowej jamy ustnej, gardta i przetyku,
stosuje si¢ ptatki owsiane;

W  zaparciach, spowodowanych niewlasciwym odzywianiem oraz przy
podwyzszonym poziomie cholesterolu we krwi, zaleca si¢ otrgby owsiane.
zewngtrznie: kgpiele z dodatkiem naparéw z ziela i stomy okazujg si¢ pomocne w
schorzeniach reumatycznych, stanach zapalnych skory, tradziku, nadmiernej
potliwosci stop, kamicy moczowej i chorobach nerek, polecane sa dla osob
wyczerpanych nerwowo, a takze ostabionych [Koztowski i inni 2008, Makowska
2002].

w kosmetyce - produkty uzyskane z owsa, wywierajg korzystny wptyw na skore i
nadaja si¢ do pielegnacji cery tlustej i tradzikowej. Posiadaja one wlasciwosci
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przeciwzapalne, tagodza podraznienia oraz skutecznie wzmacniajg bariere
naskorkowa i dziataja antyoksydacyjnie, np. Golden Age 60" Cream (AA Prestige),
zawierajacy ekstrakt z ziarniakow owsa zwyczajnego. W preparatach znajdujemy
takze make owsiang, ktora jest Srodkiem absorpcyjnym (pochianiajacym),
umozliwiajacym ,,wprowadzenie” do kosmetykow substancji, rozpuszczalnych w
wodzie lub olejach, zmniejsza lub podwyzsza lepko$¢ kosmetykow, jest substancja
natluszczajaca oraz wygtadzajaca (dziata przeciwzmarszczkowo 1 opdznia efekty
starzenia skory) [Jedrzejko 1 inni 2007]. Wyciag z ziela owsa dodaje si¢ do mydet,
balsamow, kremow 1 ptynow do pielegnacji ciala. W kosmetyce wykorzystuje si¢
,»Mleczko owsiane”, ktore jest wyciggiem z ziarniakOw owsa, zawierajagcym
hydrofilowe i lipidowe substancje aktywne, a wlasciwosciami mleczka
pielegnacyjnego sa: nawilzenie, odzywienie, dzigki obecnos$ci weglowodanow;
regeneracja i natluszczenie, dzigki obecnosci lipidow; tagodzenie i wzmacnianie
systemu odpornosciowego skory, wynikajgce z dziatania beta-sitosterolu. Szampon
na bazie mleczka z owsa jest bogaty w polisacharydy, dziata fagodzaco i ochronnie
na todyge wlosa, jak i skore glowy. Nadaje wlosom migkkos¢ i lekkos¢, a takze
utatwia rozczesywanie wlosow i zapobiega ich elektryzowaniu si¢, np. Szampon na
bazie mleczka z owsa (Klorane) oraz maseczka odzywczo-odbudowujgca,
zawierajaca mleczko z owsa (Yves Rocher) [Brud i Glinka 2001].

w przemysle spozywczym - biorgc po uwage warto$¢ odzywcza, trwatos¢, brak
zdolnosci do wywotywania alergii, ziarniaki z owsa i produkty na bazie owsa, stuza
do przyrzadzania najrozmaitszych potraw, dan $niadaniowych i obiadowych
(ptatki, peczak, maka, otreby, kasze i mieszanki owocowo - zbozowe typu misli).
Produkty owsiane stuza jako zagestniki do zup, soséw, odzywek oraz wypetniacze
do pasztetow. Maka owsiana jest sktadnikiem wielu odzywek dzieciecych [Fast i
Caldwell 1990]. Produkty owsiane utrzymuja dlugo $§wiezo$¢, sg stosowane w
piekarnictwie i wypiekach domowych - chleb, buteczki, ciasteczka i placki owsiane
[Gasiorowski 1994, Jedrzejko i inni 2007].
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2.2. Podbial pospolity ( Tussilago farfara L.)

Rycina 2. Tussilago farfara L. [http://www.miniaturkabeztajemnic.com/listaz.html]
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2.2.1. Charakterystyka botaniczna, wyst¢gpowanie

Podbiat pospolity (Tussilago farfara L.) nalezy do rodziny astrowatych (Asteraceae).
Konskie kopyto, boze liczko, osla stopa, biatodrzew to nazwy regionalne podbiatu [Dorda
2006, Glinka R. i Glinka M. 2008]. Jest wieloletnig rosling niezwykle rozpowszechniong w
regionie holarktycznym, wystepuje w Europie, zachodniej i potnocnej Azji, potnocnej Afryce,
w poélnocne] Ameryce oraz na terenie Australii. W Polsce jest popularnym chwastem
rosngcym w zaroslach, na brzegach rzek i stawow, rowach przydroznych i grobli. Wyrasta
rébwniez na zboczach i osuwiskach skalnych, pogorzeliskach oraz nieuzytkach (stare
cegielnie, hatdy kopalniane, nieeksploatowane torowiska kolejowe). Spotyka si¢ w zwartych
tanach, czasami razem z lepi¢znikiem rozowym (Petasites officinalis L.) lub innymi
gatunkami lepi¢znikow, ktorych liscie moga stanowi¢ zanieczyszczenia lisci podbiatu
[Szweykowska i Szweykowski 2003]. Podbiat jest byling, dochodzaca do 25cm wysokosci.
Lodyga kwiatowa (stipula) - nierozgalezia sig, jest bladozoétta lub bladozielona, z czerwonymi
tuskami oraz jedwabistymi wloskami na powierzchni. Najpierw powstajg pedy kwiatostanowe
na ktorych szczytach wyrastaja pojedynczo koszyczki o $rednicy 2 - 3 cm, ze ztocistozottymi
kwiatami jezyczkowymi, utozonymi w Kilku rz¢dach na obrzezu i kwiaty rurkowate w srodku
koszyczka. Kwiaty jezyczkowe sg kwiatami zenskimi ze stlupkiem, a kwiaty rurkowate sg
obuplciowe, stupek jest ptodny, $rodek koszyczka wypetniajg kwiaty meskie. Koszyczki
podbiatéw zamykaja si¢ przy braku stonca. Liscie podbialu rozwijaja si¢ po przekwitnigciu
koszyczkow.

Lis¢ (folium) - w zarysie jest okragtawy, posiada wyciecie u nasady, stad wyglad jest nieco
sercowaty, do 30 cm szerokosci z czerniawymi ,zgbkami” na ich brzegach; liscie
odziomkowe wyrastaja z podziemnego klacza. Najbardziej charakterystyczny dla lisci
podbiatu jest biatawy ,,kutner” (wloski biczowate 3 - 5 komérkowe), pokrywajacy ich spodnig
strone, stad polska nazwa rodzajowa ,,podbial”, mtode liscie sg owtosione rowniez na gornej
stronie blaszki, owlosienie to szybko jednak zanika. Liscie sa bez zapachu i maja gorzki
smak. Lis¢ ma budowe bifacjalng: migkisz palisadowy 3 - warstwowy, miekisz gabczasty z
duzymi przestworami mi¢dzykomoérkowymi (wigzki przewodzace otoczone widknami). Na
obu skorkach aparaty szparkowe z 4 - 9 komodrkami przyszparkowymi [Kohlmiinzer 2003].

Owaoc (fructus) - razem z rozwojem lisci juz w kwietniu dojrzewajg owoce, drobne nietupki z

puchem kielichowym z pojedynczych wloskow, nieco przypominajace ,,dmuchawce”.
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2.2.2. Wymagania klimatyczne i glebowe

Podbiat posiada niewielkie wymagania glebowe, lubi gleby podmokte, gliniaste z duzg
zawartos$cig wapnia. W uprawach rolnych podbiat stanowi chwast i jest trudny do wytepienia,
gdyz rozmnaza si¢ przez podziat pedéw podziemnych - roztogoéw. Porg zbioru jest wiosna,

wczesniej niz liscie, zbierane sg koszyczki kwiatowe [Krzesniak 1986].

2.2.3. Sklad chemiczny

W celach leczniczych stosuje si¢ liScie (Farfarae folium) i koszyczki kwiatowe (Farfarae
flos), zaliczane do surowcow Sluzowych. Polisacharydy $luzowe (7 - 8 %) hydrolizujg do
D(+) - galaktozy, L(+) - arabinozy, L(+) - ksylozy i kwasu D - galakturonowego. Dalszymi
sktadnikami sg garbniki (do 17%) oraz kwas galusowy, a takze $ladowe ilosci olejku
eterycznego, zwiazki o gorzkim smaku, fitosterole (m.in. beta - sitosterol, stigmasterol),
saponiny triterpenowe typu ursanu (alfa — amyryny) — m.in. pochodne faradiolu i arnidiolu,
flawonoidy pochodne kemferolu i kwercetyny (m.in. hiperozyd, izokwercytryna, rutyna),
cholina, inulina, kwasy organiczne (winowy, jabtkowy), kwas krzemowy, $ladowe iloSci
substancji zywicowych oraz sole mineralne (17 - 20%), w tym zanieczyszczenia, gromadzace
si¢ w kutnerze spodniej strony lisci - (m.in. Ca, Mg, Fe, Al., Zn, Mn). Alkaloidy
pirolizydynowe stanowig okoto 0,000045%. Naleza do nich tussilagina, izotussilagina,
neotussilagina - estry necyny o charakterze nasyconym, ktore nie wykazujg dziatania
toksycznego; senecjonina i senkirkina, estry necyny posiadajgce wigzanie 1,2 - nienasycone i
ich N - tlenki, dzialajace hepatotoksycznie i karcynogennie [Mattawska 2008]. W lisciach
ro$lin, pochodzacych z Australii i Norwegii, znaleziono alkaloid pirolizydynowy senkirking,
pochodzacych ze $rodkowej i zachodniej Europy-tussilaging [Kohlmiinzer 2003, Yaoitay i
inni 2001]. W lecznictwie stosuje si¢ liscie i kwiaty, otrzymywane z ro$lin o niskiej

zawartos$ci alkaloidow pirolizydynowych.

2.2.4. Dzialanie i zastosowanie

Lecznicze wihasciwosci podbiatu nawigzujg do tacinskiej nazwy rodzajowej Tussilago,
pochodzacej od tacinskiego tussis, tussio - kaszel i agare - odeprze¢; natomiast grecka nazwa
podbiatu bechion, utworzona zostata od stowa bex, czyli kaszel [Dorda 2006]. Hipokrates,

Galen i Pliniusz stosowali podbial w chorobach uktadu oddechowego, natomiast
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btogostawiona Hildegarda zalecata zazywanie podbiatu w chorobach ,.klatki piersiowej” i
jako érodek wykrztusny. W zapaleniu oskrzeli, astmie i kaszlu, wdychano przez rurke dym z
palonych na weglu z drzew cytrusowych korzeni tej rosliny [Kruszewski 2001].

Surowiec stosuje si¢ jako lek §luzowy (mucilaginosum), powlekajacy i ochronny
(protectivum) i przys$pieszajacy gojenie (advulnantes), wykrztusny 1 odflegmiajacy
(expectorans), rozkurczowy (spasmolyticum) i goryczowy (amarum). Aktywnos$ci te wynikaja
z synergistycznego dziatania $luzu, garbnikoéw, flawonoidow, zwigzkéw krzemu i triterpendw
wraz z solami mineralnymi, kwasami organicznymi i $ladami olejku eterycznego. Jest to
surowiec pneumotropowy, wywiera wptyw na uktad oddechowy, a w szczego6lnosci:

- dziata rozkurczowo (flawonoidy, olejek eteryczny) - przy kaszlu (poprzez ostabienie
odruchu wykrztusnego), dusznosci oraz bolach w klatce piersiowe;j.

Wskazania: w leczeniu, profilaktyce choréb uktadu oddechowego, jak: lekkie stany zapalne
gornych drog oddechowych, ostre i przewlekle zapalenie oskrzeli (bronchitis chronica) oraz
w zapaleniu gardta i migdatkéw [Makowska i Alkiewicz 2000].

- dziata wykrztus$nie ($luz, triterpeny, kwasy organiczne) - poprzez zmniejszenie lepkosci
zalegajacego S$luzu 1 umozliwienie komodrkom urzesionym, przesunigcia zalegajacej
wydzieliny w kierunku krtani, wywotuje odruch wykrztusny, ktory jest utrudniony z powodu
zmniejszonych odruchow kaszlowych.

Wskazania: krztusiec, przewlekly niezyt drég oddechowych z towarzyszacym kaszlem,
gorgczka, poceniem nocnym, zalegajacym plynem surowiczo - §luzowym w oskrzelach,
zapaleniem i gruzlicg ptuc oraz innymi chorobami zakaznymi [Makowska i Alkiewicz 2000].
- redukuje przekrwienie 1 obrzgki bton §luzowych (garbniki, kwas galusowy, flawonoidy) oraz
nadmierne wydzielanie §luzu oskrzelowego, utrudniajagcego oddychanie i utatwiajacego
rozw0j bakteii

- dziata odkazajaco, tagodzac bole gardta (garbniki, olejek eteryczny).

Wskazania: stany zapalne gornych drog oddechowych, oskrzeli i ptuc.

- pobudza regeneracje tkanek, przyspiesza proces ziarninowania (gojenia) i zabliZzniania ran,
posiada wlasciwosci przeciwzapalne i $ciggajace ($luz, garbniki, sole mineralne, krzemionka,
fitosterole).

o wewnetrznie - uszkodzenia $rodmigzszowej tkanki ptucnej w przebiegu przebytych
chorob: przewlekta niewydolno$¢ krazenia, gruzlica ptuc, grzybica ptuc (pneumomycosis),

narazenie na szkodliwe gazy i pyly, sarkoidoza.
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o zewngtrznie - stany zapalne jamy ustnej, dzigset i jezyka, utrudnione gojenie sig ran,
skorne zmiany ropiejace 1 wrzodziejace np. czyrak pojedynczy (furunculus), oparzenia
(combustionis) i odmrozenia (congelationis) [Koztowski i inni 2008].
- dziata ostaniajgco - stosowany w leczeniu nadreaktywnos$ci oskrzeli, napadowego skurczu
drég oddechowych, duszno$ci (astma oskrzelowa); 1i$¢ ma wlasciwosci neuroprotekcyjne,
antyoksydacyjne 1 przeciwzapalne, a mechanizm tego dziatania jest zwigzany z hamujacym
wplywem na przemiany kwasu arachidonowego 1 produkcje tlenku azotu (NO) w
makrofagach [Cho i inni 2005, Szumny i inni 2007].
Kwiat podbiatu zaliczany jest przez Tradycyjna Medycyng¢ Chinska (TMC) do $rodkow
leczacych objawowo poprzez zmniejszanie odruchéw kaszlu i usprawnianie przeplywu
powietrza co tagodzi duszno$ci. Ze wzgledu na swoje dziatanie, tagczony jest z ziotami,
dziatajacymi przyczynowo, likwidujagcymi zrodto dolegliwo$ci. W zaleznosci od czynnikow
wywotujacych schorzenie, kwiat podbiatu polaczono z nastepujacymi ziotami:
- przy kaszlu spowodowanym przez przyczyny zewngtrzne:
o ziele przgsli (Herba Ephedrae = ma huang), ziele kopytnika z korzeniami (Asari
herba cum radicibus = xi xin),
o owoc topianu wickszego (Arcti lappae fructus = niu bang zi), korzen przewiercienia
chinskiego (Bupleuri radix = chai hu).
- przy kaszlu z przyczyn wewngtrznych, z ziotami wzmacniajacymi:
. korzen szatwii (Salviae miltiorrhizae radix = dan shen),
o kwiat krokosza barwierskiego (Carthami tinctorii flos = hong hua).
- przy kaszlu z goraca, z ziolami oczyszczajacymi:
o korzen remanii kleistej (Rehmaniae glutinosae radix = sheng di huang ),
- przy kaszlu z zimna, z ziotami ogrzewajacymi wnetrze:
o kora cynamonoweca chinskiego (Cinnamomi cassiae cortex = gui zi ) [Cho i inni 2005,
Szumny i inni 2007].
Przeciwwskazania i ostrzezenia:
Liscie podbiatu stuzg do przyrzadzania wyciggéw o dziataniu powlekajacym btony Sluzowe.
Z lisci podbiatu przygotowuje si¢ gtownie napary (infusa) i nalewki (tincturae), ze §wiezego
surowca: syropy (sirupi), soki (succi) i rzadko dzi$ spotykane powidetka (electuaria) [Janicki
I inni 2006]. Liscie stosowane sg zewngtrznie w postaci oktadow w chorobowych zmianach
skornych, np. wrzodach; a wewnetrznie w dychawicy oskrzelowej dawniej polecano palenie
suszonych lisci (np. w fajce) per se lub z innymi ziotami (np. 1i$¢ tymianku - Thymi folium,
kwiat lawendy - Lavandulae flos, a w bardzo ci¢zkich stanach nawet 1i$¢ bielunia - Stramonii
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folium). Wyciag z surowca wchodzi w sktad ptynow: Farfplant, Mel Farfarae, Succus
Farfarae, syropu Farfaron, pastylek do ssania ,,Tymianek i Podbial”, Gardlox, mieszanek
ziotowych: Neopektosan, Pektosan, syropow Pyrosal i Termasil (antipyretica), zelu do jamy
ustnej Mucosit (antiphlogisticum).

Podbiat pospolity ze wzgledu na swoje wlasciwosci znalazt zastosowanie w preparatach
kosmetycznych. Produkty te przyspieszajg gojenie ran, dziatajg przeciwzapalnie, kojaco przez
co tagodza podraznienia skory wrazliwej, naczynkowej, nadaje migkkos¢ i regeneruje skore
np. Herbal cosmetics (Pierwoje Reshenie) zawierajacy wyciag z liSci podbiatu; dzialajg
ochronnie na skére np. Skin 79 The Oriental Gold BB Cream SPF 25, zawierajacy ekstrakt z
kwiatow podbiatu, a takze posiadaja wlasciwosci $ciggajace i napinajace skore np. Herba
Botanic-balsam modelujacy (Biogened Polska), zawierajacy w skladzie wyciag z lisci
podbiatu. Wykorzystywany w preparatach do pielggnacji wlosow, w polaczeniu ze skrzypem
wzmacnia i wygtadza strukture wlosa oraz dziata leczniczo na skore¢ gtowy.

Wycigg z lisci podbialu ma zastosowanie w produkcji olejow do kapieli, maseczek
kosmetycznych, kreméw i lotionéw dla wrazliwej cery, jak réwniez w preparatach do
glebokiego oczyszczenia cery z zanieczyszczonymi porami oraz przeciw tupiezowi. W celu
uzyskania maseczki dla przetluszczajacej si¢ cery, wykorzystuje si¢ thuczone $wieze liscie
podbiatu. Ta sama maseczka ma doskonaty wptyw rowniez na zdrowa cere, nadajac jej jedrny
i swiezy wyglad [Glinka i Glinka 2008, Jedrzejko 1 inni 2007]. W celu likwidacji plam
watrobowych na skorze, skutecznie pomaga systematyczne przemywanie twarzy odwarem z
lisci podbiatu [Koztowski i inni 2008].

Inne zastosowanie podbiatu:

- w kuchni: z mtodych lisci podbiatu przyrzadza si¢ satatki, dodaje si¢ do zup [Koztowski i
inni 2008],

- suszone liscie dodaje si¢ do tytoniu [Kruszewski 2001].
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2.3. Milorzab japonski (dwuklapowy) (Ginkgo biloba L.)

Rycina 3. Ginkgo biloba L. w stanie naturalnym
[http//e-centrumogrodnicze.pl/produkt/rosliny---drzewa-i-krzewy/sadzonki-z-odkrytym-
systemem-korzeniowym/iglaste/mitorzab-japonski-998.html]
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2.3.1. Charakterystyka botaniczna, wystepowanie

Mitorzagb japonski (dwuklapowy) (Ginkgo biloba L.) - nalezy do rodziny
mitorzebowatych ~ (Ginkgoaceae). Jest jedynym zyjacym lisciastym  drzewem
nagozalazkowym. Jest gatunkiem dtugowiecznym, moze dozywaé nawet 2000 lat. Podobny
jest do kopalnego gatunku Ginkgo adiantoides. Okoto trzydziestu milionéw lat temu na kuli
ziemskiej bylo rozpowszechnionych 17 gatunkow mitorzgbu [Heer 1974]. Gatunek
endemiczny i reliktowy, wystepuje w regionach potudniowo - wschodnich Chin. Obszar 1018
ha zajmujg stanowiska naturalne, zawierajace 167 drzew W wieku powyzej 1000 lat, piersnicy
powyzej 123 cm oraz wysokosci dwudziestu metrow, znajduje sie tez Kilka drzew w wieku do
3400 lat i wysokosci 40 m. Od XI wieku zostal rozpowszechniony przez buddyjskich
mnichow na terenie caltych Chin, a takze Japonii, poczatkowo jako drzewo owocowe (jadalny
zarodek - ,,pestka”), a pozniej jako drzewo ozdobne w réznych rejonach swiata [Kalisz 1 inni
2006].

Mitorzab zostat introdukowany z Japonii do Europy i Stanow Zjednoczonych w XVIII
wieku, stad nazywany jest czgsto japonskim [Kobendza 1957/58]. Za najstarszy okaz w
Europie, uwazane jest drzewo W ogrodzie botanicznym w Utrechcie [Duiven 1970]. Przez 30
lat drzewo to bylo uprawiane w szklarni, p6zniej posadzono je do gruntu. Na wigksza skale
mitorzeby zaczeto sadzi¢ od 1754 r. Okres sprowadzenia mitorzebu do Polski nie jest znany.
Najstarsze rosngce drzewo W Polsce znajduje si¢ w Lancucie i zostalo posadzone przez
ksiezng Lubomirska na przelomie lat 1770/1780, a nastgpnie w 1808 r. - w Ogrodzie
Botanicznym w Krakowie, 1824 r. - w Ogrodzie Botanicznym w Warszawie, w parku w
Putawach mitorzab posadzono miedzy 1784 a 1820 r., 1827 r. - w arboretum w Korniku, a
takze w Ogrodzie Dendrologicznym w Przelewicach oraz Witaszycach [Szymanowski 1996,
Kalisz i inni 2006].

Na catym $wiecie wystepuje ok. 200 odmian, m.in.:

,, Bolestaw Chrobry ” - blaszki pogrubione, postrzepione i pofryzowane, odmiana polska;

,» Stefan Batory” - wyhodowany na AR w Poznaniu;

,» Wladystaw Lokietek ” - bardzo drobne liscie, bardzo wolno ro$nie (10 lat osigga 60 - 70 cm,
a20lat-1,7 m);

,» Mieszko [ ” - pokréj stozkowy, §redni wzrost, odmiana polska;

,» Przemystaw II ” - waski pokrdj, odmiana polska;

,Kazimierz Wielki ” - przewieszajace pedy, korona kopulasta, pedy grube i dlugie, blaszki

lisciowe do 20cm, intensywnie 1 szybko rosnace, odmiana polska;
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,, Fastigiata ” - waska, kolumnowa, klon meski;

,» Mariken ” - holenderska, do matych ogrodow, szczepiona powstala z ,,czarciej miotty”,
ciemniejsze liscie, kuliste, niektore licie zrosnigte po 2, klon meski;

,, Pragense ” - w Pradze w latach 60 - tych, poczatkowo pedy wzniesione do gory, po kilku
latach pedy opadaja, krotkie przyrosty 20 - 30 cm, klon meski;

,, Saratoga ” - amerykanska odmiana - z lat 80 - tych, inny ksztatt blaszki liSciowej, podstawa
zawsze klinowata, kopulasta korona, czgsto krzewiasta, klon meski;

, Variegata” - powstata w Chinach w 1856 r., w 1995 trafita do Polski, ro$nie wolno, z
biatymi paskami lub plamami na li§ciach, bardzo duza zmienno$¢ lisci, im wigcej stonca tym
bardziej pstra, korona szeroko kopulasta, klon zenski [cyt. wg Johnson i More 2009].
Mitorzab japonski jest drzewem dwupiennym rozdzielnoptciowym i wiatropylnym, majacym
rozgalgziony system korzeniowy palowy i gleboki.

Pokroj - korona regularna, w mtodosci lekko stozkowata, gatezie odrastajg prostopadle do
pnia lub kierujg si¢ ukosnie, niezbyt sztywne, lekko zwisajagce na koncach ku dotowi, z
wiekiem korona staje si¢ coraz bardziej rozlozysta, wierzchotek zaokragla si¢ i staje si¢
cylindryczna. Drzewa zenskie - maja pokroj zblizony do okrytozalazkowych, a drzewa
meskie - pokroj strzelisty.

Pien (trunk) - osigga 4,5 metra $rednicy w piersnicy, prosty ,,strzatowaty”. Kora bruzdowana,
u starszych drzew jest gleboko spgkana. Galezie sa prostopadle osadzone do pnia. Pedy
zréznicowane s3 na zottawopopielate dlugopedy 1 znacznej dlugosci kréotkopedy o
charakterystycznych wateczkach, z wieloma $ladami po opadlych lisciach 1 *tuskach.
Dhugopedy roczne czesto sg grubsze na koncach niz u nasady; zenskie pedy maja paki mate
zaostrzone, a meskie duze 1 zaokraglone.

Lis¢ (folium) - liscie utozone sg skretolegle na dlugopedach, na krotkopedach gesto skupione
po 3 - 5. Blaszka lisciowa wachlarzowata, czesto z wcigciem, dzielacym 1i$¢ na dwie klapy.
Blaszka jest skorzasta, twarda, zielona, aparaty szparkowe jak u okrytozalgzkowych, na
spodniej stronie liScie 0 unerwieniu widlastym, rozgateziajacym si¢ dychotomicznie. Liscie
jesienig przed opadnigciem, przebarwiaja si¢ na intensywnie zotty kolor, utrzymujg si¢ na
drzewie az do ujemnych temperatur, a potem bardzo dlugo utrzymuje si¢ zoélta barwa
lezacych lisci na powierzchni gleby.

Kwiat (flos) - wyrasta z katow tusek lub lisci pedow i jest mato widoczny. Kwiaty meskie
tzw. kotkowe, osadzone sg na krotkopedach; preciki liczne ze zwisajacymi i podtuznie
pekajacymi pylnikami, mocno pyla, a pylek moze by¢ przenoszony nawet na odlegtos¢ 1,5

km.
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Kwiaty zenskie (owocolistki) to dwa nagie zalazki, umieszczone na dhugich szypultkach,
osadzonych na krotkopedzie. Przewaznie pojawia si¢ parzysta liczba kwiatow (niepozorne
kwiaty meskie i zeniskie pojawiajg si¢ w tym samym czasie, co liscie) [Korszun 1995].

Owoc (fructus) - przypominajacy z6itg sliwke na dtugiej szypule, otoczone migsista osndwka
wokot pestki o $rednicy okoto 2,5 cm do 3 cm, owoce z drzew opadaja pdzniej niz liscie
(listopad), a rozktadajaca si¢ osnowka wydziela cuchnacy zapach.

Drewno (ksylem) - przypomina wygladem drewno drzew iglastych, wykorzystywane w
rzezbiarstwie, odporne na gnicie i ogien, posiada w swoim wygladzie jedwabisty polysk i

zwartg strukture z dobrze widocznymi rocznymi stojami [Korszun 1995].
2.3.2. Wymagania klimatyczne i glebowe

Milorzab jest gatunkiem wymagajacym stanowiska stonecznego i dobrze ro$nie w
klimacie nadmorskim [Kobendza 1957/58]. Jest drzewem wiatroodpornym, wrazliwym na
niskie temperatury, zwlaszcza jego siewki i mtode okazy (6 - 10 letnie). Miltorzab rosnie
wolno, a po 3 latach uprawy osiaga wysoko$¢ okolo 1m. Milorzgb mozna rozmnazaé
generatywnie (z nasion) i wegetatywnie (przez zdrewniate sadzonki). Zdolnos¢ kietkowania
nasion w Polsce jest niska ( 20 do 30 %) z powodu niedojrzatosci zarodkoéw [Korszun 1995],
natomiast sprowadzone z Korei, Chin i Japonii kietkuja w ok. 45%. Dojrzate nasiona
wykazuja zdolnos¢ kietkowania przez caly rok [Korszun 1993, Korszun 1995]. Nasiona
przygotowuje si¢ do siewu jesienig lub wiosng po uprzedniej stratyfikacji w temperaturze +
2°C przez okres od 30 - 60 dni [Kobendza 1957/58, Korszun 1995]. Rozmnazanie mitorzgbu
nastepuje poprzez ukorzenienie zielonych sadzonek, pobranych z 1 - rocznych pedow, pot
zdrewniatych i zdrewnialych, ktore ukorzeniaja si¢ w 40 - 70%, w zaleznosci do zastosowanej
substancji wzrostowej [Kalisz i inni 2006].

Zainteresowanie przemystu farmaceutycznego uprawg mitorz¢bu wzrasta, ze wzgledu na
wykorzystywanie li§ci do produkcji lekow.

Od 4 roku uprawy, corocznie zbiera si¢ liscie z roslin o wysokosci okoto 60 cm [Balz 1991].
Najwigksza plantacja mitorzgbu 0 powierzchni 400 ha ma okoto 10 min drzew i znajduje sig¢
w Potudniowej Karolinie (USA). Z 1 ha otrzymuje si¢ 3 - 4 ton suszonych lisci. W Polsce
doswiadczalna plantacja mitorzebu jest prowadzona od 1993r. w Akademii Rolniczej w
Poznaniu oraz na plantacji Zaktadow Zielarskich Phytopharm Kleka S.A.

Na uwage zastuguje przystosowanie si¢ mitorzebu do warunkéw miejskich (zanieczyszczenia

powietrza, niska wilgotnos¢), w ktorych inne ro$liny nie potrafityby juz egzystowac. Drzewo
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to choruje rzadko i jest odporne na zanieczyszczenia srodowiska. O wytrzymato$ci tych
drzew swiadczy fakt, ze w 1923 r. w Tokio wiele starszych okazoéw przetrwato pozar po
trzgsieniu Ziemi. Pomimo cze$ciowo zweglonych i opalonych konarow, wiosng wyrosty
nowe pedy; milorzab jest tez wytrzymaty na promieniowanie, przezyto drzewo rosngce w

epicentrum wybuchu jadrowego w Hiroszimie w 1945 r. [Kalisz i inni 2006].

2.3.3. Sklad chemiczny

Badania fitochemiczne liSci mitorzebu doprowadzity do wykrycia nowych 1 ciekawych
struktur zwigzkow chemicznych. Zawarto$¢ sktadnikow czynnych roslin leczniczych zalezy
od warunkéw klimatycznych 1 gleby. Liscie milorzgbu sa zbierane tylko ze specjalnie
prowadzonych plantacji i w okreslonym okresie wegetacji. W skladzie chemicznym surowca
wyodrgbniono rézne aktywne sktadniki, wsrod ktorych najwazniejszymi sg flawonoidy i
terpenoidy [Glinka R. i Glinka M. 2008].

POLIFENOLE - flawony, flawonole, flawanonole, wg FP IX nie mniej niz 0,5%
flawonoidow w przeliczeniu na glikozydy flawonowe, wystepuja w postaci wolnej, jak
réwniez mono-, di- i triglikozydoéw oraz glikozydoestrow. Frakcja ta zawiera takze biflawony,
jako pochodne amentoflawonu oraz katechiny i oligomeryczne proantocyjanidyny.
Flawonoidy, ktore wystepuja w Ginkgo biloba extract (EGb) neutralizuja wolne rodniki
reaktywnych atoméw pierwiastkow lub grupy atomow, ktore moga uszkodzi¢ strukturalne
elementy komoérkowe. W standaryzowanych ekstraktach wystepuja proantocyjanidyny i
skondensowane garbniki (polimery o masie czgsteczkowej od 800 - 6000) w ilosci okoto 7%
[Weinges i inni 1968, Kalisz i inni 2006, Farmakopea Polska 1X 2011].

TERPENOIDY - w ilosci okoto 6% obecne sa w surowcu, jest to druga grupa zwigzkow
aktywnie czynnych. W grupie tej wyodrgbniono laktony diterpenowe (ginkgolidy) oraz
seskwiterpen trilaktonowy tzw. bilobalid. Ginkgolidy A, B, C, I, M to diterpeny o
jednakowym szkielecie, ro6znig sie podstawnikami. Podstawowy uktad tych zwigzkoéw stanowi
sze$¢  pieciocztonowych  pierscieni (3  pierScienie  butanolidowo-laktonowe, dwa
cyklopentanowe, jeden tetrahydrofuranowy). Produktem oksydatywnej degradacji
biologicznej ginkgolidow jest bilobalid, w ktorym wyrdznia si¢ 4 pierScienie - trzy
butanolidowe i jeden cyklopentanowy z grupa t-butylowa [Kalisz i inni 2006, Farmakopea
Polska IX 2011].
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STEROLE - W lisciu mitorzebu wyodrgbniono sterole: f - sitosterol i jego glukozyd,
kampesterol i 22 - dihydrobrassikasterol [Kalisz i inni 2006].

KWASY ORGANICZNE - nadaja wyciagowi charakter kwasny, poprawiajg rozpuszczalnos¢
zwigzkow czynnych w wodzie. Standardowy wyciagg z Ginkgo biloba w swoim sktadzie
zawiera np.: kwas 6 - hydroksykynurenowy, ferulowy, chlorogenowy, kawowy, waniliowy i
p - kumarowy [Quaranta i inni 2003].

KWASY GINKGOLOWE — wykazuja wlasciwosci alergogenne, mogg rowniez wykazywac
dziatanie neurotoksyczne. Handlowe preparaty z Ginkgo biloba zawieraja ograniczong
zawarto$¢ kwasow ginkgolowych i sktadnikow balastowych [Kalisz i inni 2006, Farmakopea
Polska 1X 2011].

2.3.4. Dzialanie i zastosowanie

Wyciagi z lisci mitorzgbu majg szerokie dziatanie farmakologiczne, a obserwacje
kliniczne, potwierdzily skutecznos$¢ leczniczg. Wywierajg one wplyw na mikrokrgzenie i
krazenie obwodowe oraz parametry reologiczne. Skutecznie wplywaja na naczynia
krwionos$ne (tetnicze i zylne), regulujac caty uktad naczyniowy poprzez:

e wplyw na uklad adrenergiczny,
e wzmacnianie $cian naczyn krwiono$nych przez co zapobiega i hamuje ich
przepuszczalnosc,
e zwigkszenie szybkosci przeplywu krwi w naczyniach, a zmniejszenie jej
lepkosci,
e oddziatywanie na zyly czgsciowo zalezne od uktadu adrenergicznego
e zapobieganie niedokrwieniu tkanki mozgowe;j (ischemii).
Standaryzowane ekstrakty z liSci mitorzebu, wykazujg wlasciwosci ochronne na naczynia
krwionosne. Wptyw wyciaggu Ginkgo biloba na OUN (osrodkowy uktad nerwowy) prowadzi
do pobudzenia krazenia przez co poprawia ukrwienie, zwigksza ilos¢ substancji
metabolicznych oraz tlenu, ktore docierajg do tkanek, powodujac rozszerzenie tetniczek oraz
zwigksza wykorzystanie przez komorki glukozy i tlenu, przywracajac w ten sposob
prawidlowy metabolizm w mitochondriach, glikoliz¢ tlenowa 1 syntez¢ ATP, stabilizuje blony
lizosomalne, hamuje aktywnos¢ proteaz, reguluje prawidtowe napiecie naczyn.
Wyciag z Ginkgo biloba dziata antyoksydacyjnie, hamujac powstawanie wolnych rodnikow
nadtlenkowych, przeciwdziatajac oznakom starzenia si¢, hamuje agregacj¢ plytek krwi,
poprawia ukrwienie §limaka w uchu wewnetrznym [Molski 2005].
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Wykazujac szerokie spektrum dziatania, wyciag z lisci Ginkgo biloba wykorzystuje si¢ w:
» medycynie

Neurologia i psychiatria - wykazuje pozytywny wpltyw w leczeniu demencji, chorobie
Alzheimera, w psychozach réznego pochodzenia i zaburzeniach zachowania u ludzi
starszych, a takze w uszkodzeniach tkanki moézgowej na tle zmian naczyniowych
(hipoksja, ischemia). Wczesniejsze badania u chorych i zdrowych, potwierdzity, ze
podawanie preparatu EGb761 zwigksza i usprawnia przyplyw krwi przez moézg.
Zaobserwowano zwigckszone zuzycie tlenu, a takze glukozy w obregbie tkanki
mozgowej [Drieu 1988]. Neurologicznie chorym z objawami niedokrwienia mozgu,
podano preparat w dawce 160mg/dobe. Po dwoch miesigcach terapii przepltyw krwi
przez tkanke mozgowa zwiekszyt si¢, uzyskujac prawidlowe wartosci fizjologiczne
[Tea i inni 1979]. Stosowanie wyciggu Ginkgo biloba zmniejsza niewydolno$¢ mozgu,
np. szumoéw usznych, zawrotow glowy, zaburzenia widzenia i rownowagi, a takze
zmniejsza uposledzenie pamigci krotkotrwatej [Brage 1986]. Na uwage zashuguje fakt,
korzystnego dzialania terapeutycznego, wyciggu z Ginkgo biloba, u pacjentow z jaskrg
[Quaranta 1 inni 2003]. Zmniejszal on takze uszkodzenia reperfuzyjne po okresie
niedokrwienia w siatkowce 1 zatrzymywal przedsiatkowkowa proliferacje w
eksperymentalnym odwarstwieniu siatkowki [Baudouin i inni 1994, Kim i inni 1998].
U o0s6b w wieku podesztym po podaniu preparatu z lisci mitorzebu, obserwowano
poprawe pola widzenia [Raabe i inni 1991].
Prospektywne, otwarte, wieloosrodkowe kontrolowane badanie kliniczne z udziatem
156 chorych z tagodnym 1 umiarkowanym otepieniem, u ktérych zastosowano
EGb761 (240 mg/dobe) wykazalo skuteczne dziatanie w 24 - tygodniowej terapii,
natomiast stosujac dawke 120 mg/dobe przez 52 tygodnie u 202 chorych z
wieloogniskowym otgpieniem w kontrolowanym badaniu klinicznym z podwdjnie
Slepg proba, uzyskano znaczng poprawe [Kanowski i inni 1996]. W poréwnaniu z
grupg placebo, wykazano znamienne statystycznie usprawnienie procesoOw
poznawczych u chorych, otrzymujacych EGb761 w testach: ADAS - Cog i GERRI
[Le Bars i inni 1997].
Badania kliniczne z zastosowaniem preparatow z lisci mitorzgbu w chorobie
Alzheimera, wykazaty nastepujace korzysci:
- polepszenie myslenia i poprawe pamigci,
- stabilizacje aktywnos$ci dnia codziennego,

- poprawe W zachowaniach spotecznych,
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- zmniejszenie stanéw depresyjnych [Itil i Mortorano 1995].

Na korzystny wptyw terapii EGb761 mogty mie¢ wptyw whasciwosci antyoksydacyjne
preparatu, stabilizacja bton komdrkowych, regulacja metabolizmu, zachodzacego w
komorkach. W uktadzie cholinergicznym OUN (osrodkowego uktadu nerwowego)
wycigg EGb761 poprawia syntez¢ i uwalnianie acetylocholiny, oraz wzrost liczby
receptoréw cholinergicznych [Blecharz-Klin i inni 2003].

Standaryzowane ekstraty Ginkgo biloba od lat sg wykorzystywane w celu poprawy
pamigci, uczenia i kojarzenia oraz koncentracji. W wielu przeprowadzonych
badaniach stwierdzono u os6b w srednim wieku (50 - 59 lat) polepszenie pamigci po
podaniu EGb761 w dawce 120 mg/dobg. Stosujac diugotrwale ekstrakt z lisci
mitorzebu przez okres az 52 tygodni w dawce 120 mg/dobg u oséb w wieku 18 - 41 lat
i 0sob starszych 45 - 90 lat z otgpieniem, zauwazono skuteczng popraweg funkcji
neurologicznych [Moulton i inni 2001,Salomon i inni 2002].

W badaniach klinicznych diugotrwate podawanie EGb761 przez okres 6 - 12 miesigcy
powodowato duza poprawe u chorych z zaburzeniami krazenia obwodowego. Wyciag
Zz milorzebu japonskiego uzyto do analizy czasowo - dystansowego chodu, ktora
wykazata wydtuzenie dystansu chodzenia bez dolegliwosci bolowych o okoto 50 %.
Przeprowadzono kontrolowane badanie, wykorzystujac wyciag z lisci mitorzgbu EGb
761 w dawce 160mg/dobe u alpinistow, ktére wykazato tagodzenie objawdéw choroby
wysoko$ciowej i zmniejszenie zaburzen krgzenia obwodowego [Ernst 1996].

o Toksyczno$¢ 1 dzialania niepozadane - preparaty zawierajace w skladzie
wycigg z lisci Ginkgo biloba sg bezpieczne i dobrze tolerowane przez organizm
cztowieka pod warunkiem prawidlowego dawkowania leku. Przeprowadzone badania
wykazaty niskg toksyczno§¢ wyciagu po podaniu myszom (LDsy = 7725 mg/kg)
[Blumenthal i inni 1998].

Dziatania niepozadane jakie zaobserwowano u ponad sto tysiecy chorych,
otrzymujacych wyciag z lisci Ginkgo biloba miaty na ogoét przebieg tagodny, m.in.:
kotatanie serca, bole glowy, objawy ze strony przewodu pokarmowego i skorne
reakcje alergiczne, odnotowano pojedyncze przypadki krwotokow
podpajeczyndowkowych i krwiakow podoponowych [Schneider i inni 2002].
Przeciwwskazaniem do stosowania standaryzowanego ekstraktu z lisci Ginkgo biloba
jest nietolerancja lub nadwrazliwos$¢ na sktadniki, wchodzace w sktad preparatu oraz

podawanie go kobietom w cigzy, w okresie karmienia piersig, dzieciom i 36 godzin
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przed planowanym zabiegiem chirurgicznym. Wystgpienie interakcji jest mozliwe

podczas tgczenia preparatow Ginkgo biloba z lekami:

- przeciwzakrzepowymi i przeciwagregacyjnymi np. warfaryna, heparyna, aspiryng

(moze powodowaé wylewy wewnatrzczaszkowe);

- moczopednymi z grupy tiazydow;

- laczenie z tricyklicznymi antydepresantami moze obnizy¢ prog napadu
padaczkowego;

- przeciwdepresyjnymi, hamujacymi wychwyt zwrotny serotoniny [Blecharz-Klin i

inni 2003].

W Polsce dostepne sa liczne preparaty, zawierajagce wyciagi z liSci mitorzebu

japonskiego np.: Bilobil, Ginkofar, Memoplant, Ginkoprim, Tanakan, Cardiobonisol,

Tebokan, Tebonin i Rokan [ Kalisz i inni 2006].

w kosmetyce - wyciag z lici mitorzgbu wzbudzit zainteresowanie w laboratoriach

kosmetycznych. Po udowodnieniu korzystnych wtasciwosci, zostat wykorzystany w

preparatach kosmetycznych ze wzgledu na dziatanie pojedrniajace, zwalczajace

cellulit, uelastyczniajace naczynka wlosowate, zmniejszajace lepkos¢ krwi,

neutralizujgce wolne rodniki, hamujace procesy starzenia, jako $rodek przeciwzapalny

i przeciwalergiczny, kojacy dla skory i skory glowy. W kosmetologii ekstrakty z lisci

mitorzebu polecane sa do pielegnacji skory suchej (wykazuja dziatanie nawilzajace) i

cery z rozszerzonymi naczynkami (zapobiegaja pojawianiu si¢ pajaczkow). Uzywane

s w kremach, tonikach, hydrozelach, szamponach i odzywkach do wilosow (w

polaczeniu z dymnica pospolita, zwieksza cyrkulacj¢ krwi oraz zdolno$¢ do

wchlonigcia przez wilosy sktadnikéw odzywczych). Na rynku polskim pojawito si¢

wiele kosmetykow, zawierajacych ekstrakt z lisci mitorzgbu m.in.

- Krem modelujacy owal twarzy na dzien i noc do skéry suchej (Eucerin),

- Krem z mitorzgbem japonskim 1 prowitaming Bs, polttusty (Mincer AA),

- Anti - Couperose krem na naczynka (Bielenda),

- Dermacos, seria do cery nadwrazliwej, sklonnej do zaczerwienien i pekajacych

naczynek (Farmona),

- Perfect Beauty - koncentrat obkurczajgcy oraz krem do cery naczyniowej na dzien i

noc (Farmona),

- Uelastyczniajacy krem, poprawiajacy gesto$¢ skory na noc do cery naczynkowej (Dr

Irena Eris),

- Liftingujace ptatki pod oczy (Bielenda),
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- Herbal Care - szampon z mitorz¢bem japonskim (Farmona, Logona),

- Maska anatomiczna, hydrozelowa - Exclusive Line pertowa 1 diamentowa maska do
twarzy (Bielenda),

- Maska anatomiczna, hydrozelowa - liftingujaca (Bielenda),

- Beauty formulas - maseczka kolagenowa na twarz (Beauty Formu),

- Lipocell Bloker - oliwka do masazu (Ziaja) [Glinka R. i Glinka M. 2008, Jedrzejko i
inni 2007].

W celach spozywczych - w Japonii nasiona (zwane ginnam) sg powszechnie
konsumowane (po uprazeniu), sg sktadnikiem rowniez popularnej potrawy chawan

mushi.
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2.4. Oczar wirginijski (Hamamelis virginiana L.)

Rycina 4. Hamamelis virginiana L [http://pl.wikipedia.org/wiki/Oczar]
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2.4.1. Charakterystyka botaniczna, wystepowanie

Oczar wirginijski (Hamamelis virginiana L.) z rodziny oczarowatych
(Hamamelidaceae) zwany tez orzechem czarnoksigskim (Witch hazel) jest krzewem lub
drzewem, rosngcym w stanie naturalnym w Kanadzie i wschodnich stanach USA oraz w
wilgotnych lasach od Nowej Szkocji do Florydy i na zachod az do Teksasu: na obrzezach
lasow, na piaszczystych wydmach, wybrzezach rzek i w zaroslach [Laux i Oschmann 1993,
Youngken 1950, Bisset i Wichtl 2004].

W Polsce rosliny sadzi si¢ pojedynczo i w grupach w ogrodach 1 parkach [Koztowski i inni
2008]. Male drzewka o tuskowatej korze oraz zielone krzewy latem, przypominajg wygladem
leszczyne (Corylus L.). Roslina ta posiada, dtugie rozwidlajace si¢ galgzie, zakrzewiony pien
o gtadkiej brazowej korze, a jego wysoko$¢ moze osiggac od 2,5 do 5 m, rzadziej 8m.

Krzew (frutex) - posiada zdrewniatg todyge, o krotkim pedzie gtdéwnym, z ktdrego wyrastaja
rozgaleziajace si¢ pedy boczne. Krzew powstaje przez rozwdj paczkéw bocznych,
znajdujacych si¢ u nasady pedu glownego, ktory zostaje szybko opanowany przez tworzace
si¢ liczne pedy boczne i tym samym wcze$nie zamiera. Posiada on korzen palowy czesto
zdrewniaty, podobnie jak drzewa.

Lis¢ (folium) - o krotkiej blaszce, zwykle utozonych naprzemiennie, ksztattu romboidalno-
owalnego o skosnej nasadzie i falistym lub falisto - zabkowanym brzegu. LiScie majg barwe
oliwkowo-brazowa lub oliwkowozielong. Blaszka dlugosci 5 - 12cm, szerokosci 3 - 8 cm,
jajowata, zaokraglony lub ostry wierzchotek; brzegi blaszki falisto zgbkowane. Na
powierzchni odosiowej widoczne unerwienie pierzaste, ztozone od 4 do 6 par nerwow
drugorzedowych, ktore odchodza od nerwu glownego pod katem ostrym i delikatnie
zakrzywiaja si¢ na brzegach, gdzie pod katem prostym od nerwow drugorzedowych, znajduja
si¢ odchodzace drobne zylki. Liscie posiadajg delikatny zapach, smak cierpki, lekko
aromatyczny [Farmakopea Polska 1X 2011]. Gérna skorka liscia ma wydtuzone komoérki o
$cianach prostych lub lekko pofalowanych; $ciany nierowno zgrubiate; brak szparek; komorki
miekiszu palisadowego, male ale widoczne. Skoérka dolna posiada w swojej budowie
wielokatne komorki o mocno pofalowanym ksztalcie; §ciany cienkie i bardziej rOwnomierne;
szparki sg liczne, niewielkie i stabo widoczne; komodrki miegkiszu gabczastego koloru
bragzowego, wyraznie przypominaja plaster miodu. Wtoski, ktore pokrywaja epidermg sg
gwiazdziste, zbudowane z 4 - 12 wydluzonych, stozkowych komorek, polaczonych u
podstawy w promienistg strukture; ich $ciany komoérkowe sa $rednio zgrubiale i1 lekko

zlignifikowane.
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Kwiat (flos) - mate, nitkowate zloto - zotte, wystepuja w pachwinach lisci, zebrane po dwie
lub trzy w gléwki o silnym zapachu; sg obupliciowe, sktadajg si¢ z tasiemkowych ptatkow,
prostych lub skreconych, gtéwki osadzone sg na krotkich todygach, ktore widaé przed
wypuszczeniem lub po opadnigciu lisci. Kazdy kwiat potaczony jest z szerokim, tuskowatym
liSciem kryjacym 1 dwoma podobnymi przedlisciami [Koztowski i inni 2008, Glinka R. i
Glinka M. 2008].

Owoc (fructus) - owoce to dwuklapowe, dwukomorowe zdrewniate torebki, pekajace wzdtuz
od wierzchotka. Kazda komora zawiera czarne, btyszczace nasienie, w srodku biate i oleiste.
Owoce sg jadalne, majg smak orzeszkow pistacjowych [Koztowski 1 inni 2008].

Kora (cortex) - jest bezwonna, smak jej jest $ciggajaco gorzki, ztobkowana do 3 cm
szerokosci i 2 mm grubo$ci. Powierzchnia zewnetrzna jest jasno zoéttawo-brazowa Ilub
czerwono-bragzowa, powierzchnia wewngtrzna jest bladoczerwono zoéttawa, stabo prazkowana
[Bisset 1 Wichtl 2004]. Kore pierwotng od kory wtornej oddziela jasnozotty pierScien
mechaniczny sklereid o réznych ksztattach, okragle do owalnego lub zblizone ksztattem do
prostokata; mocno zgrubiate, zwykle wystepuja w grupach ztozonych (2, 3 komorki); $ciany
posiadaja liczne, rozgatezione prazki i kanaty.

Krysztalty szczawianu wapnia w formie jedyncow, w komorkach otaczajacych peki

grubo$ciennych wlokien, wystepujacych w korze wtornej [Farmakopea Polska X 2011].

2.4.2. Wymagania klimatyczne i glebowe

Oczar wirginijski jest rosling niec wymagajacg, a jego uprawa jest bezproblemowa,
stanowiskiem sg obszary stoneczne do lekko zacienionych, nie za sucha, dos¢ wilgotna i
zyzna gleba, lekko kwasna. Rozmnaza si¢ latem przez sadzonki, nasiona (wymagany jest
proces stratyfikacji), odktady.

Przy pielggnacji krzewu nie wykonuje si¢ zabiegu cigcia, z wyjatkiem usunigcia chorych i
uszkodzonych pedow. Catkowita mrozoodpornos¢ roslina uzyskuje wraz z wiekiem. W
ogrodzie roslina wyglada efektownie jesienia, gdy pojawiaja si¢ kwiaty, a licie przebarwiaja

si¢ na kolor intensywnie z6tty [Koztowski i inni 2008].
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2.4.3. Sklad chemiczny

Surowiec zielarski stanowig liScie oczaru wirginijskiego (Hamamelidis folium) oraz
kora (Hamamelidis cortex), zawierajace garbniki w ilosci ok. 1 % [Farmakopea Polska IX
2011].

GARBNIKI - s3 mieszaning, sktadajaca si¢ z 0,7 - 1,5% hydrolizujacych galoilotanoidow
m.in. hamamelitaniny (=2,5-di-0-galoilo-D-hamameloza) i z 80 - 88,5% oligomerycznych
proantocyjanidyn (oligomery procyjanidyny i prodelfinidyny =z katechinowa i
galoilokatechinowg czgsteczkg). Obecne sg takze: (+) - katechina, (+) - galoilokatechina, (-) -
galusan epigalokatechiny, a takze okoto 10% kwasu galusowego [ESCOP Monographs 2003,
Vennat i inni 1992, Wichtl 2004].

FLAWONOIDY — w lisciu oczaru obecne sg flawonole: kemferol, kwercetyna oraz ich
glikozydy: 3-0-glukozyd kemferolu (astragalina), 3-0-glukozyd kwercetyny (izokwercytryna),
3-0-ramnozyd kwercetyny oraz mirycetyna (= 5 - hydroksykwercetyna) [ESCOP Monographs
2003, Wichtl 2004].

INNE ZWIAZKI - liScie oczaru wirginijskiego zawieraja kwasy organiczne, takie jak:
kawowy, chinowy, galusowy [ESCOP Monographs 2003, Wichtl 2004].

Olejek eteryczny ( 0,01 - 0,5% ) obecny w lisciach zawiera 40% alifatycznych alkoholi, 15%
estrow, 25% zwigzkow karbonylowych (9,7 % n-heksan-2-alu; 3,2% aldehydu octowego;
3,5% a - jononu; 1% /3 - jononu) [Wichtl 2004].

Zwiazki czynne Hamamelidis cortex:

Kora zawiera do 10% garbnikow. Najbardziej charakterystycznym zwigzkiem jest
hamamelitanina, wystgpujaca w postaci mieszaniny form furanozowych i piranozowych 2,5-
di-0-galoilohamamelozy i 1-0-(4-hydroksybenzoilo) - 2,3,5-tri-0-galoilohama-melofuranozy)
[Hartish 1 Kolodziej 1996]. Obecne sg takze proantocyjanidyny: dimery procyjanidyn, takie
jak: katechino - (4a—8) - katechina, 3-0-galoiloepikatechino - (4 -$#—8) -katechina, 3-0-
galoiloepigallokatechino - (4 - f—8) - galoilokatechina, oligomeryczne proantocyjanidyny,
zawierajace 4 - 9 czasteczek katechiny/galoilokatechiny (niektore z nich sa 3-0-galoilowane)
[ESCOP Monographs 2003]; flawon-3-ole takie jak: (+) - katechina, (+) - galoilokatechina, 3-
0-galusan(-) - epikatechiny oraz 3-0-galusan(-) -epigalokatechiny. Wystepuja takze di- i tri-O-
galoilohamamelozy, ich pochodne: 4-hydroksybenzoesany; a takze pentagaloiloglukoza, kwas
galusowy oraz 0,1% olejku eterycznego [ESCOP Monographs 2003] i male ilosci
flawonoidow [Wichtl 2004].
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2.4.4. Dzialanie i zastosowanie

Juz setki lat temu Indianie Polnocnoamerykanscy doceniali whasciwoscei lecznicze
oczaru wirginijskiego (Hamamelis virginiana), nazwajac go ,, Swieta rosling Indian ”. Liscie i
kore stosowano wtedy jako $rodek przeciwbiegunkowy w czerwonce i biegunkach innego
pochodzenia, jako lek przeciwkrwotoczny, przyspieszajacy gojenie si¢ ran oraz sthuczen i
zadrapan. Obok wczesniejszych doniesien, wskazujacych na dziatanie $ciggajace,
przeciwkrwotoczne, przeciwzapalne 1 przy$pieszajace ziarnowanie, spotyka si¢ nowe
informacje o jego dziataniu usuwajacym rodniki nadtlenku azotu, ochronnym przeciw
promieniowaniu UV, czy tez jego skuteczno$ci przy zapobieganiu atrofii drog moczowo-
ptciowych w okresie menopauzy [Glinka R. i Glinka M. 2008].

Liscie oczaru stosowane s3 wewnetrznie w postaci naparéow lub ptynnych wyciggow (1:1,
45% etanol); zewngtrznie stosowane sg potpltynne lub ptynne preparaty, (5 - 10% odwary z
lisci), a takze czopki, zawierajagce 200 mg suchego ekstraktu oraz masci, zawierajace 10%
ptynnego wyciggu [ESCOP Monographs 2003] w dolegliwosciach przewodu pokarmowego z
niewielkimi krwawieniami, ostabieniu $cianek naczyn krwiono$nych, zylakach (bdl i cigzkosé¢
nég) oraz hemoroidach. Kora oczaru jest stosowana wewnetrznie w postaci odwardw,
naparéw 1 nalewek, natomiast zewnetrznie w postaci odwarow (5 - 10g kory na 250 ml
wody), ekstraktow w potptynnych lub ptynnych preparatach, odpowiadajacych 20 - 30% kory
[ESCOP Monographs 2003].

Zewngtrznie stosuje si¢ odwary z lisci, rzadziej z kory w stluczeniach, obrzgkach, §wigdzie
skory, lekkich oparzeniach, wynaczynieniach, egzemach, zylakach nég i odbytu, krwawieniu
z nosa, ponadto do pedzlowania dzigset, do ptukania ust, przemywania oczu w zapaleniu
spojowek, jako srodek kosmetyczny i higieniczny.

Wyciagi ze swiezych gatazek stosuje si¢ w homeopatii w analogicznych schorzeniach jak w
allopatii, a ponadto w krwawieniach macicznych i przedtuzonym miesigczkowaniu [Wichtl
2004, Koztowski i inni 2008].

Liscie i kora oczaru wykazuja dziatanie:

Sciagajace - dzigki obecnosci zwiazkéow polifenolowych, szczegodlnie tanin (np.
hamamelitaniny), aldehydow oraz oligomerycznych proantocyjanidyn [Hansel 1991, Laux i
Oschmann 1993, Steinegger i Hansel 1992]. Zastosowanie niskich st¢zen wyciagow z lisci
oczaru na btony $luzowe i skore, doprowadzito do uszczelniania bton komoérkowych i
zmiejszonej przepuszczalnosci naczyn wlosowatych. Wyzsze stezenia wywotywatly

wytracenie biatek, pogrubienie warstwy koloidalnej oraz powstanie cienkiej btony w miejscu
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zranienia i lekkie uci$nigcie, znajdujacych si¢ ponizej tkanek skory [Laux i Oschmann 1993].
Silne dziatanie $ciggajace wykazujg alkoholowe wyciagi, wycigg z kory oczaru dziata troche
silniej niz z lisci [Balansard 1970].

Przeciwzapalne - wyciagi z kory i liSci oczaru dziataty przeciwzapalnie in vitro i in vivo.
Dootrzewnowe podanie 70% wyciggu etanolowego z lisci, zahamowalo faze obrzgku
poduszeczek tap szczura [Duwiejua i inni 1994]. Hamamelitanina i proantocyjanidyny,
wyizolowane z oczaru, sg silnymi inhibitorami 5-lipoksygenazy. Zastosowanie miejscowe
wodno - alkoholowego wyciggu z kory (250 pg/ml) zahamowalo obrzgk ucha myszy,
wywotany olejem  krotonowym. Przeprowadzone badanie wykazaly dzialanie
przeciwbakteryjne oraz zwalczajgce wirusa opryszczki pospolitej typu 1 (EDsp 11 pg/ml),
przez frakcje proantocyjanidyn z wyciggu wodno- alkoholowego, ktora takze hamowata a-
glukozydaze (EDsg 0,35 pg/ml) i elastaze leukocytéw ludzkich (EDsg 1,4 pg/ml).

W badaniach klinicznych udowodniono skuteczno$¢ przeciwzapalng lisci i kory oczaru w
leczeniu rumienia skornego, wywotanego promieniowaniem UVB. W probie rumieniowej
dokonano poréwnania skutecznosci przeciwzapalnej mleczka do opalania, zawierajacego 10%
wodny wyciag z liSci oczaru z dwoma innymi produktami (mleczkami) nie zawierajacymi
oczaru. Sposrod grupy 30 zdrowych ochotnikow, kazdy otrzymal cztery dawki
promieniowania UVB. Nasilenie rumienia oceniono wzrokowo i za pomocg kolorymetru
(urzadzenia do pomiaru rumienia skoéry) po 7, 24, 48 godzinach od napromieniowania.
Mleczko, zawierajace wyciag z oczaru, Spowodowato po 7 godzinach zmniejszenie rumienia
po 48 godzinach 0 20% i 0 27%, natomiast mleczko zwykte o 11% i 15% [Hughes-Formella i
inni 1998].

Oceniono dziatanie przeciwzapalne w randomizowanym, podwodjnie §lepym badaniu na
grupie 48 pacjentow, po zastosowaniu destylatu z kory oczaru w fosfolipidowym no$niku, a
takze hydrokortyzonu, wyciagu z rumianku i czterech preparatow, opartych na nos$nikach nie
zawierajacych zadnych lekow. Preparat z oczaru i krem z hydrokortyzonem (1%),
spowodowal ustgpowanie rumienia, wywotanego $wiatlem ultrafioletowym, poprzez
draznienie skory tasma samoprzylepna. Najlepsze efekty uzyskano po zastosowaniu kremu z
hydrokortyzonem [Korting i inni 1993 ].

Antyoksydacyjne - przeprowadzone badania wykazaly hamowanie przez hamamelitaniny
produkcji  anionorodnikow  ponadtlenowych (ICsp /1,38 pmol/l) oraz rodnikow
hydroksylowych (ICsy 5,46 umol/l) [Masaki i inni 1992, Masaki i inni 1993]; wyciagi z lisci
hamowaty depolimeryzacj¢ kwasu hialuronowego oraz ochraniaty ludzkie fibroblasty skory

przed uszkodzeniem, wskutek aktywnosci anionorodnikow ponadtlenkowych. Kwas
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galusowy i hamamelitaniny chronity fibroblasty skory myszy przed uszkodzeniem przez
anionorodniki ponadtlenkowe (1Cso odpowiednio 1,01 pmol/l i 1,31 pmol/ml) [Masaki i inni
1992, Masaki i inni 1993]. Obydwa polifenole posiadaja wiasciwosci wychwytywania
wolnych rodnikow: anionorodnika ponadtlenkowego, (ICsp 1,31 umol/ml dla hamamelitaniny
i 1,01 pmol/ml dla kwasu galusowego, w poréownaniu z kwasem askorbinowym, u ktoérego
wynosi ono 23,31 umol/ml); rodnika hydroksylowego (ICsg 5,46 umol/ml dla hamamelitaniny
i 78,04 umol/ml dla kwasu galusowego). Skutecznos¢ wychwytywania tlenu singletowego
ksztattowata si¢ na poziomie ICs5045,51 umol/ml dla hamamelitaniny i 69,81 pmol/ml dla
kwasu galusowego [Masaki 1995].

Przeciwwirusowe - w ramach randomizowanego badania, podwdjniec Slepego,
kontrolowanego placebo, zastosowano mas¢ z wyciagiem z kory oczaru, w celu sprawdzenia
jej skutecznosci 1 bezpieczenstwa W leczeniu zakazen opryszczka wargowa. W ciggu 48
godzin od nawrotu objawow opryszczki, podawano preparat 34 pacjentom i kontynuowano
leczenie przez 8 dni. U pacjentow leczonych mascig, zawierajagcg wyciag z kory oczaru,
ulegta znacznemu zmniejszeniu po zakonczeniu terapii, wielko$¢ zakazonego obszaru
opryszczka, w poréwnaniu z pacjentami otrzymujacymi placebo (P = 0,022) [Baumgirtner
1993].

Przeciwbdlowe - randomizowanym badaniem klinicznym objeto 266 pacjentek, poddanych
epizjotomii (nacieciu krocza), sprawdzajac skutecznos¢ trzech $rodkow przeciwbdlowych w
zmniejszaniu bolu, siniakow i1 obrzekow. Miejscowo zastosowano: krem zawierajacy wodny
wycigg z oczaru, krem referencyjny, zawierajagcy 1% hydrokortyzonu wraz ze $rodkiem
miejscowo znieczulajacym oraz oktad z lodu. Stwierdzono takg samg skuteczno$¢ wybranych
trzech Srodkoéw przeciwbolowych [Moore 1 James 1989].

Antybakteryjne - wodny wyciag z lici oczaru hamuje in vitro wzrost Escherichia coli (MIC =
0,4 mg/ml), Staphylococcus aureus (MIC = 0,4 mg/ml), Bacillus subtilis (MIC = 1,1 mg/ml),
oraz Enterococcus faecalis (MIC = 3,0 mg/ml), natomiast wodny wyciag z kory hamowat in
vitro wzrost Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis i Enterococcus faecalis
(MIC dla wszystkich 10,0 mg/ml) [Brantner i Grein 1994].

Wplyw na zwezenie zyl, naczyn- badano wplyw preparatow z lisci (destylatu uzyskanego
przy uzyciu pary wodnej, nalewki i wyciggu alkoholowego) na zwezenie zyl, poprzez pomiar
doptywu krwi do tylnej tapy krolika. Obserwowano zmniejszony doptyw krwi po podaniu
dotetniczym destylatu. Jednoczesne podanie lekow adrenergicznych, adrenolitycznych i

miotonicznych nie miato wptywu na ten efekt [Bernard inni 1972, Balansard i inni 1972].
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W randomizowanym, kontrolowanym przy pomocy placebo eksperymencie, oceniono wplyw
wodnego wyciaggu z oczaru w glikolu propylenowym, na zwezenie naczyn u 30 zdrowych
ochotnikow. W efekcie obserwowano obnizenie temperatury skory przez wycigg z powodu
zwezenie naczyn [Diemunsch i Mathis 1987, Laux i Oschmann 1993]. Analizowano dziatanie
przeciwzapalne masci, zawierajgcej 25 g wodnego destylatu z oczaru/100g produktu na
grupie 5 pacjentdéw z chorobami skory i 22 zdrowych ochotnikach. W obu grupach wykazano
umiarkowane dziatanie przeciwzapalne, poprzez obnizenie przewodnictwa cieplnego skory z
powodu zwezenia naczyn [Sorkin 1980].

Wyciag z kory wchodzi w sktad zelu Oczar - Zdrowe nogi (Septyk), stosowanej w przypadku
zmegczonych 1 ciezkich noég, masci Proktosanol (Pompa) w leczeniu wewnetrznym guzkow
krwawniczych odbytu i leczeniu §wigdu sromu, a takze zelu Trioxil (Naturallabs), zalecanego
jako $rodek do usuwania tradziku [Glinka i Glinka 2008].

Zastosowanie w kosmetologii:

Wyciag z liSci 1 kory oczaru, posiada szeroki zakres dziatania 1 wykorzystywany jest w
réznych preparatach leczniczych i kosmetycznych. Jest stosowany jako sktadnik chusteczek
do oczyszczania oraz jako $rodek tagodzacy podraznienia. W trakcie przeprowadzonych
badan ustalono, ze oczar wirginijski nie wykazuje dziatania toksycznego ani mutagennego
oraz rakotwoérczego, moze wigc on by¢ dtugotrwale stosowany.

W kosmetologii stosowane sg glownie wyciagi z lisci i pedow oczaru, ktore zapewniaja
dziatanie $ciggajace oraz wzmacniajgce naczynia krwionosne i poprawiajace ukrwienie;
znacznie ograniczaja wydzielanie loju, dzigki czemu oczyszczaja cer¢ o zatkanych porach.
Wyciag z liSci znalazt zastosowanie jako sktadnik kremoé6w dziennych 1 na noc, pudréw do
twarzy, kosmetykoéw przeciwpotowych, dodatkéw do kapieli i maseczek kosmetycznych
[Glinka i Glinka 2008].

Firma ldena proponuje suchy ekstrakt z oczaru, zawierajagcy nie mniej niz 14% garbnikow,
przeliczonych na hamamelitaning oraz nie mniej niz 1,5% flawonoidow w przeliczeniu na
rutyne; ekstrakt wodno - alkoholowy z mtodych kwitnacych gatgzek oraz wode oczarowg 0
przyjemnym zapachu, otrzymang przez destylacje z parg wodng $wiezych, mtodych gatazek i
listkow oczaru. Woda oczarowa polecana jest szczegdlnie do przemywania cery tlustej z
siatkg rozszerzonych zytek.

Wyciagi z lisci i gatazek oczaru bywaja dodatkiem do mydel, przeznaczonych do pielggnacji
cery nadmiernie zaczerwienionej 1 alergicznej, kreméw o dzialaniu przeciwzapalnym,
przeznaczonych do pielegnacji cery wrazliwej na wilgo¢, zimno, wiatr i fatwo czerwieniejace;j

(oczar zmniejsza kruchos¢ kapilar, reguluje krazenie skorne). Wyciagi z oczaru stosuje sie¢ do
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wyrobu balsaméw i kremow, przeznaczonych do masazy pojedrniajacych oraz do preparatow
odzywczych wraz z olejem rycynowym, uzywanym do pielegnacji wtoséw suchych, z
niewystarczajaca wydzieling tojowa. Do wdd po goleniu oraz lotiondw i tonikow zostaly
wykorzystane wiasciwosci $ciagajace ekstraktu z oczaru [Glinka R. 1 Glinka M. 2008, Lamer-
Zarawska i Noculak-Palczewska 1994].
Przyktady kosmetykow, w sktad ktorych wchodzi wycigg oczarowy:
- Anti - Couperose krem na naczynka (Bielenda),
- Fitoregulator z wyciaggiem z oczaru wirginijskiego - krem do twarzy i ciata z tendencja
do rozszerzonych naczyn (A.T.W.),
- Serum normalizujgco-balansujgce (Farmona),
- AA Face - seria kosmetykow do cery z rozszerzonymi naczynkami (Oceanic), (wyciag
z lisci 1 kory oczaru wirginijskiego jest sktadnikiem Ennacomplex ®),
- Dermacos - seria do cery nadwrazliwej, sktonnej do zaczerwienien i pegkajacych
naczynek (Farmona)
- Botanic Man - seria kosmetykow: serum normalizujgce tonik tagodzacy, krem
nawilzajaco - pielggnacyjny (Farmona),
- AA Men - linia pielegnacyjna dla m¢zczyzn (Oceanic),
- Kojacy zel myjacy. Pharmaceris N (Dr Irena Eris),
- Woda hamamelisowa z lisci i gatagzek oczaru wirginijskiego, (Herba Studio),
- Lipocils, odzywka do rz¢s (Talika)
- Emulsja po goleniu dla panéw, Lepo (Pedrini Cosmetici) [Glinka R. i Glinka M.
2008].
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2.5. Melisa lekarska (Melissa officinalis L.)

Rycina 5. Melissa officinalis L. [http://pl.wikipedia.org/wiki/Melisa_lekarska]



2.5.1. Charakterystyka botaniczna, wystepowanie

Melisa lekarska (Melissa officinalis L.) z rodziny jasnowatych (Lamiaceae). Osiaga
wysokos¢ 30 - 100 cm, ma wzniesiong, czterokatng, mocno rozgaleziona, drewniejaca u
nasady lodyge, narzady podziemne to klgcza. Jasnozielone liscie o owalnym 1 sercowatym
ksztalcie, ostrych koncach i zabkowanych brzegach sg ogonkowe, Ulozone naprzemianlegle.
Szczyty lisci sa tgpe (2 - 9 X 1,5 - 7cm). Z pachwin li§ci wyrastajg po 3 - 10 kwiatow, koloru
bialego lub biator6zowego. Owocem jest brunatna gtadka rozlupka, rozpadajaca si¢ na 4
czes$ci. Surowiec ten posiada cytrynowy zapach i gorzkawo - korzenny smak, kwitnie od
czerwca do sierpnia [Agata i inni 1993, Soulimani i inni 1991].

Wyrdznia si¢ trzy podgatunki melisy: subsp. officinalis, subsp. altissima, subsp.
indora [Bailey 1958, Tagashira i Ohtake 1998, Szafer i inni 1976].

2.5.2. Wymagania klimatyczne i glebowe

Melisa lekarska jest rosling wieloletnig i moze osiggna¢ wiek 25 - 30 lat, natomiast w
uprawie wykorzystuje si¢ populacj¢ przez 3 - 5 lat. Roslina wymaga stanowiska stonecznego,
cieptego, ostonietego od wiatréw, zyznej, lekkiej i wilgotnej gleby o duzej zawartosci wapnia.
Nasiona wysiewane jesienig, w rzgdy co 40 cm, bezposrednio do gruntu, wschodza w
kwietniu. Na rozsadnik wysiewane w kwietniu, w rzgdy co 5 - 6 cm, o glebokosci 0,5 cm,
wschodzg po 14 - 24 dniach. Rozsad¢ z dwiema parami lisci wiasciwych, pikuje si¢ do
wiekszych pojemnikow. Po 15 maja, rozsade o wysokosci 5 - 8 cm, wysadza sie do gruntu w
rozstawie 40 x 30 cm [Kohlmtinzer 2003].

Zbior gtéwny lisci odbywa si¢ pod koniec czerwca lub na poczatku lipca, a w ciagu okresu
wegetacji 2 - 3 - krotnie. Liscie szybko brunatniejg, dlatego suszy si¢ je natychmiast w
temperaturze nie przekraczajacej 35°C. Surowiec wysuszony przechowuje sie W szczelnym
opakowaniu, w pomieszczeniu suchym chtodnym i ciemnym [Kohlmtinzer 2003].

Melisa lekarska uprawiana jest w catej Europie (Francji, Anglii, Niemczech), Afryce
Potnocnej, Ameryce, na péinocy Europy np. w Skandynawii jest uprawiana jako roslina
jednoroczna [Czygan i inni 1997, Hinsel 1 inni 2007].
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2.5.3. Sklad chemiczny

OLEJEK ETERYCZNY - w zaleznos$ci od pochodzenia surowca, zawarto$¢ olejku oznaczona
metoda destylacji z parg wodng, moze miesci¢ si¢ w zakresie: 0,05 - 0,20% - Niemcy [Koch-
Heitzmann i Schultze 1984]; 0,016 - 0,246% - tereny bylej Jugostawii [Lamaison i inni 1991],
0,09 - 0,23% - Stowacja [Thieme i Kitze 1973]; 0,01% - Indie [Lamaison i inni 1991],
natomiast surowiec pochodzacy z Polski zawierat od 0,073 - 0,29 ml/100g olejku [Bieskorn i
inni 1952]. Surowiec uprawiany w klimacie cieplejszym wykazuje wyzsza zawarto$¢ olejku
np. w Hiszpanii w delcie rzeki Ebro (0,28 - 0,58%) [Adzet i inni 1992], a w klimacie
potudniowo-europejskim (Hiszpania) poprzez klonowanie roslin, uzyskano populacje, ktéra
zawierata 0,8% olejku [Adzet i inni 1992].

Na poczatku ubieglego stulecia przeprowadzono badania, w wyniku ktoérych
zidentyfikowano sktadniki, nadajace olejkowi cytrynowy zapach sg to: cytral (geranial - cytral
a, neral - cytral b) i cytronelal [Zianglein i inni 1995, Ozarowski 1982].

Grupe seskwiterpendéw reprezentuje gtownie S-kariofilen (1 do 12%), nastgpnie germakren D
(5 - 15%) i kariofilenoepoksyd (0,5 - 9%), a - kopaen, a - kubeben, humulina, d - kadninen
[Tittel i inni 1982].

W nizszych stezeniach lub w ilo$ciach $ladowych wystepuje kolejnych 60 sktadnikow.
Zmienne zawartosci aldehydoéw i innych zwigzkéw byly podstawa do przeprowadzenia
dodatkowych badan, ktore potwierdzily, ze zawarto$¢ cytralu w stosunku do cytronelalu w
gornych czesciach ro$liny jest zdecydowanie wyzszy, natomiast w nizszych czeSciach
dominuje cytronelal [Tittel i inni 1982].

Rézne pochodzenie, klimat, czas zbioru 1 wiek ro§liny maja wplyw na ilosciowy sklad olejku
eterycznego [Litvinenko i inni 1975, Sarer 1 Kokdil 1991].

FLAWONOIDY- zwigzki flawonoidowe: 7-0-glukozyd luteoliny oraz ramnazyne (3,5,4-
trihydroksy-7,3’- dimetoksyflawon) wyodrebnili niemieccy autorzy w roku 1973 [Steinegger i
Hansel 1992].

W innych badaniach, wyodrgbniono jako gtowny sktadnik melisy lekarskiej, nieznany
glikozyd luteoliny o warto$ci czasu retencji innym niz 7-0-glukozyd luteoliny. Zawartos$c¢ tego
zwigzku oznaczona metoda HPLC wyniosto 0,5%. Ogolna zawarto$¢ flawonoidow 0znaczona
metodg spektrofotometryczng (przy uzyciu kwasu bornego i szczawiowego) wyniosta 0,51%
[Borkowski 1 Styrylska 1954]; Badacze rumunscy i wegierscy, uzyskali podobny wynik (0,22
- 0,66% wg badan rumunskich) [Hohmann i inni 1999] i (0,23% wg badan wegierskich)
[Heeger 1956].
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GARBNIKI | FENOLOKWASY - pierwsze doniesienie o obecno$ci garbnikow w lisciach
melisy, na podstawie reakcji barwnych i osadowych, pochodzg z 1903 roku [cyt. wg Hose |
inni 1997]. Zawarto$¢ garbnikow w lisciach melisy, oznaczanych metoda z proszkiem
skérzanym wynosi 3 - 5%; a gtéwnym sktadnikiem moze by¢ kwas rozmarynowy, ktory jest
estrem kwasu kawowego i a - hydroksydihydrokawowego, a takze kwas chlorogenowy [Hose
I inni 1997].

W lisciach melisy stwierdzono obecnos¢ fenolokwasow: kwas p-kumarowy, kwas ferulowy
oraz izomery kwasu chlorogenowego (kwasy krypto- i neochlorogenowy) [Lawrence 1989],
kwas protokatechowy (3,4-dihydroksybenzoesowy) oraz estry metylowe kwasu kawowego i
rozmarynowego [Sarer i Kokdil 1991]; wg FP IX nie mniej niz 4% sumy pochodnych
hydroksycynamonowych w przeliczeniu na kwas rozmarynowy. W 1993 roku z lisci ro$lin
uprawianych w Japonii, wyodrgbniono kwas melitrykowy, ktory okazat si¢ trimerem, kwasu
kawowego [Adzet i inni 1992].

Zawarto$¢ glikozydowych lub estrowych potaczen fenolokwasdéw oznaczona metoda GC, po
ich hydrolizie 1 przeprowadzeniu wolnych fenolokwaséw w trimetylosililowe pochodne
[Tutin 1 inni 1973], wyniosta: 21000 mg/kg kwasu kawowego, 830 mg/kg kwasu p-
kumarowego, 120 mg/kg kwasu ferulowego, po 100 mg/kg kwasu p-hydroksybenzoesowego,
protokatechowego, gentyzynowego, ponadto $ladowe ilosci kwasu syryngowego,
waniliowego i salicylowego [Tutin i inni 1973].

TRITERPENY - badania wykazaty, ze frakcje triterpenowe w zielu melisy zawierajg kwasy:
ursolowy i oleanolowy w stosunku 4:1, a 3,5% tej frakcji stanowil kwas 19 a-
hydroksyursolowy oraz kwasy 2a-hydroksyoleanolowy i 2a-hydroksyursolowy w stosunku
2:3 oraz $ladowe ilosci kwasu 2 S-hydroksyoleanolowego i 29-hydroksyoleanolowego. W
korzeniach melisy lekarskiej triterpeny reprezentuje kwas betulinowy (okoto 1%), alkohol
betulinowy, betulina, kwas 2a-hydroksyursolowy (okoto 3,5%), 2p-hydroksyoleanolowy
(okoto 2,5%) [Broda 2002, Bierskorn i Krause 1974].

INNE SKELADNIKI- autorzy japonscy wyodrebnili z lisci 2 - (3°,4’-dihydroksyfenylo) - 1,3-
benzodiokso-5-aldehyd o wtasciwosciach antyoksydacyjnych [Sarer i Kokdil 1991]. Nerol,
geraniol oraz alkohol benzylowy i fenyloetylowy to glikozydowe potaczenia alkoholi
monoterpenowych [Litvinenko 1 inni 1975]. Wykazano réwniez obecno$¢é kwasu
bursztynowego i melisowego oraz krystaliczng substancj¢ gorzka o nieznanej strukturze. W
owocach melisy stwierdzono 12%-owa zawarto$¢ $luzu hydrolizujacego do glukozy, ksylozy,

ramnozy, kwasu D-galakturonowego oraz witaminy C, By, B, [Hose i inni 1997].
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Owoce melisy lekarskiej zawieraja olej, w sktad ktoérego wchodzg kwas a-linolenowy (50%) i
linolowy (30%) [Koch-Heitzmann i Schultze 1984].

2.5.4. Dzialanie i zastosowanie

Jako zioto miododajne, melisa lekarska znana byla juz w starozytnosci. Stosowano
nacieranie $cian nowych uli, $wiezym zielem melisy w celu zwabienia pszczol, dlatego czgsto
nazywano ja: miodownikiem, pszczelnikiem, rojownikiem Podobnie wykorzystywali te
rosling Stowianie, uzywajac nazwy surowca - rojnik. Melisa zostala przywieziona przez
Arabow do Hiszpanii, skad za posrednictwem zakonnikdéw, rozpowszechnita si¢ na catg
Europ¢ [Kohlmiinzer 2003]. Dioskorydes nazywat ja melissophyllon (od mellita - pszczota),
Rzymianie - apiastron ( od apis - pszczota) [Berg i inni 1997, Mulkens i Kapetanidis 1988].

Wyciagi z lisci melisy dziataja rozkurczowo, uspokajajaco, przeciwwirusowo,
przeciwzapalnie, zolciopednie, przeciwbakteryjnie, pobudzaja wydziclanie sokow
trawiennych, zatrzymuja namnazanie komorek nowotworowych, reguluja wydzielanie toju,
dziataja od$wiezajgco i tagodzaco [Kohlmiinzer 2003].

Zastosowanie melisy lekarskiej:

e w medycynie - od ponad 2000 lat znane byty wlasciwos$ci lecznicze melisy. Paracelsus
(1493-1541) okresla melise jako ,,najlepsze ziele dla serca, sposrod wszystkich
innych”. W Niemczech melis¢ rozstawil m.in. preparat Melissengeist, od 1611 roku
wytwarzany przez Zakon Karmelitow Bosych jako cudowny $rodek na ,,wszelkie
rodzaje cierpien” [Hose i inni 1997].

Zawarte w surowce skfadniki olejku eterycznego, poprzez obnizenie progu

wrazliwosci  osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), wykazuja dziatanie

uspokajajace [Schenk i Brieskorn 1994]. Zwiazki polifenolowe m. in.: kwas kawowy i

niezidentyfikowany glikozyd kwasu kawowego, zawarte w wodnym wyciaggu z

melisy, zatrzymuja podzial komorek nowotworowych [Czikow i1 Laptiew 1983,

Chlabicz i inni 1984].

Liscie melisy stanowig sktadnik preparatow ztozonych, utatwiajacych zasypianie oraz

spokojny sen [Veverkova i inni 1995, Koztowski 1 inni 2008]. Przeprowadzono

badanie z zastosowaniem preparatu ztozonego, w sklad ktérego wchodzil korzen

waleriany, szyszka chmielu, 1i$¢ melisy i ziele serdecznika. W badaniu brato udziat 50

mezczyzn, uzaleznionych od alkoholu z bezsennosécig i z zespotem abstynenciji.

Stwierdzono statystyczng poprawe jakosci snu w porownaniu z grupa placebo, jednak
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zaobserwowano wigksza senno$¢ po porannym przebudzeniu. Zazywanie tego
preparatu ziotowego, zmniejszyto czesto$¢ przebudzen nocnych i1 wystepowanie
koszmarow sennych [Widy-Tyszkiewicz i Schminda 1997].

Liscie stosuje si¢ rowniez W stanach pobudzenia nerwowego oraz zaburzeniach rytmu
serca i czynno$ciach przewodu pokarmowego. Podawanie ekstraktu z liSci melisy
przez okoto 16 tygodni u pacjentdow z tagodng chorobg Alzheimera, spowalniato
objawy otepienia oraz polepszaty aktywnos¢ [Gunther 1952].

Liscie lub ziele melisy, a takze wyciagi, wchodza w sktad wielu preparatoéw takich jak:
Intractum Melissae, Melisa fix (herbatka ekspresowa), Amarosol (ptyn), Melisa
(tabletki ziotowe), Cratinex (krople), Melis - Tonic (ptyn), Melisana Klosterfrau
(ptyn), Nervomix (kapsutki), Nervogran (granulki), Amol (ptyn), Veliran (krople).

w kosmetyce - ekstrakt z melisy, stosowany jest w roznych formach kosmetycznych,
przeznaczonych do pielggnacji przetluszczajacej si¢ cery i wlosow, tonizujacych
kapieli (kremy, maseczki, olejki), past do zgbéw m.in.:

- Nivelazione - seria kosmetykow do pielegnacji stop, w sktad ktorego wchodza:
mineralna sol, krem, peeling oraz zmi¢kczajgca maseczka do stop (Farmona),

- Melisa - mleczko kosmetyczne do demakijazu tagodzaco-nawilzajace (Uroda),

- Melisa - pomadka do ust pielggnacyjno-ochronna (Uroda),

- Melisa - krem tagodny, nawilzajacy (Uroda),

- Melisa - tonik do twarzy, tagodny nawilzajacy (Uroda),

- Olejek kapielowy z melisg, bazylig i trawa cytrynowa (Farmona).

w przemysle spozywczym - suche wyciagi stosowane s3 w przyprawach smakowych

oraz aromatyzowania octu, herbaty, win i likierow.
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3. Polifenole jako naturalne antyoksydanty

Polifenole s3 wtornymi metabolitami ro$linnymi o zréznicowanej budowie, masie
czasteczkowej oraz wilasciwosciach fizycznych, chemicznych i biologicznych. Wystepuja w
roznych czes$ciach roslin, odgrywajac istotng role W okresie wzrostu i reprodukcji rosliny.
Klasa polifenoli stanowi uktady zawierajace dwie, trzy i wiecej grup hydroksylowych - OH,
przytaczonych do pierScienia aromatycznego. W zalezno$ci od liczby pierScieni
aromatycznych w budowie, polifenole dzieli si¢ na proste - jeden pier§cien aromatyczny
(rezorcyna, hydrochinon, pirokatechina) oraz zlozone - zawierajg kilka pierscieni
aromatycznych sprzezonych (np. hiperycyna). Do klasy polifenoli zaliczane sg takze:
antocyjany, rézne typy flawonoidoéw, katechiny, lignany, kumaryny, stilbeny. Jest to wiec
bardzo zréznicowana pod wzgledem chemicznym grupa sktadnikéw, ktorej sktad zalezy od
gatunku rosliny, odmiany, warunkéw klimatycznych oraz uprawy. Zwiazki polifenolowe
wystepuja tez w produktach spozywczych, w roslinach stragczkowych, orzechach, nasionach,
owocach, zbozach, warzywach, grzybach, herbacie, kakao [Alasalvar i inni 2001, Molski
2005].

3.1. Wybrane grupy polifenoli

Polifenole pochodzenia naturalnego stanowig bardzo liczng grupeg, obejmujaca okoto
osiem tysiecy zwigzkow. Ze wzgledu na strukture podstawowego szkieletu weglowego wsrod
zwigzkow polifenolowych mozna wyrdzni¢ miedzy innymi: flawonoidy, kwasy fenolowe,
lignany i stilbeny [Pietta 2000].

Flawonoidy stanowig najwicksza i najbardziej zréznicowang grupg zwigzkoéw. Wystepuja nie
tylko jako aglikony, ale rowniez w formie zwigzanej z cukrami, jako glikozydy. Zwigzki te
petnig wiele waznych funkcji w ro$linie: np. biorg udzial w morfogenezie, fotosyntezie,
determinacji ptci, oddychaniu, regulacji hormondéw wzrostu, jak réwniez w ksztattowaniu
smaku i1 barwy owocow, warzyw, produktow spozywczych, otrzymywanych w wyniku ich
przetwarzania (wina, herbaty, czekolady) [Czeczot 2000, Wilska-Jeszka 2007]. R6znorodnos¢
1 aktywnos$¢ flawonoidow $cisle zwigzana jest z dziataniem antyoksydacyjnym. W zaleznos$ci
od stopnia utlenienia heterocyklicznego pier$cienia oraz potozenia pierscienia fenolowego
dokonano podziatu flawonoidéw na klasy, do ktorych zalicza si¢ np: flawony, flawanony,
flawonole, izoflawony oraz chalkony z otwartym pierscieniem heterocyklicznym.

Spokrewnione z flawonoidami sg antocyjany, czerwone, fioletowe barwniki czesci ro$lin.
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Najczgsciej wystepuja jako acetylowane pochodne cyjanidyny w czerwonej kapuscie,
czerwonej cebuli, rzodkiewce, jak réwniez w owocach jagodowych (skorce i migzszu),
czerwonych winogronach [Wilska-Jeszka 2007].

Chalkony - np.: ksantohumnol (w szyszkach chmiel), izosalipurpol i jego glikozyd-
izosalipurozyd, wystepujace w kwiatostanach kocanek [Mattawska 2008].

Flawony - gtownie wystepujg jako glikozydy luteoliny i apigeniny. Barwig na zétto czesci
ro$lin (flavus - zotty). Wystepuja w kwiatach, zbozach, warzywach, ziotach, przyprawach.
Flawonole - najbardziej rozpowszechnionym flawonolem jest kwercetyna. Posta¢ krystaliczna
kwercytyny, jest praktycznie nierozpuszczalna w wodzie, natomiast bardzo dobrze rozpuszcza
si¢ w alkaliach 1 pirydynie. Posiada charakter lipofilny oraz dobrg wchtanialno$¢ z przewodu
pokarmowego. W czerwonym winie, zielonej herbacie, sokach, otrzymywanych z réznych
produktow, wystepuje w postaci rozpuszczonej [Yao i inni 2004]; pochodne kwercetyny
glownie rutyna 3-0-ramnoglukozyd kwercetyny, wystepuje w roéznych gatunkach roslin, np.
ziele fiotka trojbarwnego (Violae tricoloris herba), ziele dziurawca zwyczajnego (Hypericae
herba), kwiat bzu czarnego (Sambuci flos). Synteza flawonoli zachodzi w obecnosci §wiatla,
dlatego tez gromadzone s3 one w zewngtrznych cze$ciach tkanek lisci 1 skdrce owocow.
Rosliny bogate we flawonole to: owoce jagodowe, skorka jabtek, owoce zurawiny, papryka,
cebula, herbata, wloska kapusta, jarmuz [Aherne i O'Brien 2002, Jeszka i Flaczyk 2008].
Flawanony - najwigksze iloSci wystepuja w owocach cytrusowych, warzywach; np.
pomidorach, ziotach - migta. Przedstawicielem tej klasy jest naryngina, neohesperydozyd
naryngeniny, wystepujacy w grejpfrutach, narirutyna - rutynozyd naryngeniny, znajduje si¢ w
cytrynach. W pomaranczach obecna jest hesperydyna (7-0O-rutynozyd hesperetyny), ktéra
izolowana jest z materiatu roslinnego w postaci jasnozottych krysztatow. Cate owoce
cytrusowe sa kilkakrotnie bogatsze w te zwiazki, anizeli soki otrzymywane z migzszu
[Wilska-Jeszka 2007].

Izoflawony - zwane fitoestrogenami. Bogate w p-D-glikozydowe formy izoflawonow, sg
rosliny straczkowe, np: nasiona grochu, bobu, soji, a takze ryz, chmiel, otreby, pszenica i jej
kietki, zyto. Zwiazki stabo rozpuszczaja si¢ w wodzie, natomiast dobrze w alkoholu
(genistyna daidzyna). W przewodzie pokarmowym ulegaja hydrolizie do wolnych aglikonow,
wchtoniete ulegaja dalszym przeksztalceniom w watrobie do aktywnych biologicznie
zwigzkow (ekwol) [Wilska-Jeszka 2007; Janeczko 2004].

Flawanole - aglikony wystepujace w formach monomerycznej i spolimeryzowanej. Flawanole
w formie monomerycznej to katechiny, ktérych najwigcej znajduje si¢ w lisciach herbaty (60

- 80% sumy polifenoli). W lisciach zielonej herbaty wystepuja D + L - katechina (0,4%), L -
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epikatechina (1,3%), D + L - galokatechina (2,0%), L - epigalo - katechina (12%), L - galusan
epikatechiny (18,1%), L - galusan epigalokatechiny (58,1%). Katechiny, ktore wystgpuja w
herbacie oraz polifenole z kory sosny lgcznie z resweratrolem (pochodna stilbenu) w
czerwonym winie sg nie tylko antyoksydantami ale i wazodilatorami. Ich obecnos¢ w diecie
wywiera wlasciwosci cytoprotekcyjne, chroni komorki przed uszkodzeniami, wywotanymi
przez wolne rodniki, jak rowniez zmniejsza ryzyko chordb serca. Katechiny wystepuja w
réznych odmianach jabtek, morelach (epikatechina), w pigwowcu (epikatechina),
winogronach, orzechach, kakao [Gramza i Korczak 2005, Wilska-Jeszka 2007, Janeczko
2004].

Do polifenoli zaliczane sg taniny, ktore dzieli si¢ na: taniny hydrolizujace, estry kwasu
galusowego lub elagowego z glukoza wzglednie niearomatycznymi poliolami. Tego typu
taniny wystepuja w zdrewnialych czg¢$ciach roslin, np. kora debu; taniny niehydrolizujace, to
proantocyjanidyny, ktore zbudowane sg z jednostek epikatechiny lub katechiny. Wystepuja
najczesciej w niedojrzatych owocach, pestkach winogron, nasionach ro$lin oleistych,
warzywach strgczkowych, ziarnach zbo6z [King i Young 1999, Wilska-Jeszka 2007].

Kwasy fenolowe - sa hydroksylowymi pochodnymi kwasu benzoesowego (Cs - Ci) lub
cynamonowego (Cs - C3), wystepuja w roslinach jako wolne oraz w formie zwigzanej, jako
sktadowe garbnikow hydrolizujgcych, w postaci estrow oraz glikozydow.

Kwasy cynamonowe ro6znig si¢ miejscem podstawienia grup hydroksylowych i
metoksylowych w szkielecie podstawowym. Zwykle wystepuja w potaczeniach z innymi
zwigzkami, po podgrzaniu w srodowisku kwasnym, zachodzi hydroliza wigzan estrowych i
glikozydowych, powodujac wzrost ilosci wolnych fenolokwasow. Grupy karboksylowe maja
zdolno§¢ do obieraniu elektronu, co ujemnie wplywa na wlasciwosci donorowe
hydroksybenzoesanu, dlatego tez pochodne kwasu cynamonowego sa bardziej efektywnymi
przeciwutleniaczami niz pochodne kwasu benzoesowego [Mitek 1 Gasik 2007].
Przedstawicielami kwasow hydroksycynamonowych sa:

- kwas kawowy (3,4-dihydroksycynamonowy), cechuja go wlasciwosci bakteriobdjcze,
przeciwzapalne, immunotropowe. Z kwasem chinowym tworzy depsyd - kwas chlorogenowy,
stanowiagcy sktadnik zielonych nasion kawy, wykazujacy aktywno$¢ przeciwrodnikowa,
immunostymulujgcg, przeciwlipidowa. Kwas ten wystepuje w roslinach kwiatowych, w
formie wolnej i zwigzanej np. z flawonoidami [Wilska-Jeszka 2007].

- kwas ferulowy (4-hydroksy-5-metoksycynamonowy) jest przeciwutleniaczem, dezaktywuje
wolne rodniki, m.in. reaktywne formy tlenu, redukujac stres oksydacyjny oraz tworzenie

dimerow tymidynowych. Wykazuje dziatanie zotciopedne i lipotropowe. Bardzo dobrze
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rozpuszcza si¢ w wodzie i etanolu. Naturalnie wystepuje w wielu roslinach, gtownie w
lisciach, nasionach i korzeniach drzew iglastych, w ziarnach pszenicy, zytach, kukurydzy,
ryzu.

- kwas p - kumarowy (CgHgO3) izomer ten jest najbardziej rozpowszechniony w przyrodzie.
Wykazuje silne wiasciwosci przeciwutleniajgce. Zmniejsza ryzyko wystapienia raka zotgdka
poprzez ograniczenie powstawania nitrozamin. Kwas ten znajduje si¢ w wielu gatunkach
ros$lin m.in. w orzeszkach ziemnych, marchwi, pomidorach, czosnku [Mitek i Gasik 2007,
King i Young 1999].

Do  kwaséw  hydroksybenzoesowych,  charakteryzujacych  si¢  wlasciwosciami
przeciwutleniajgcymi nalezg:

- kwas protokatechowy (C;HgO4) stanowi bardzo czesty sktadnik diety cztowieka. Wystepuje
w owocach: §liwki, agrest, winogrona, orzechy; w produktach pochodzenia roslinnego; np.
oliwie z oliwek, biatym winie; w roslinach przyprawowych; np. anyzu gwiazdzistym, melisie
lekarskiej, cynamonowcu, rozmarynie lekarskim, jak rowniez w ziarnach i siewkach pszenicy,
otrebach 1 ziarnach brgzowego ryzu. W medycynie naturalnej stosowane sg rosliny lecznicze,
w ktorych kwas ten stanowi glowny biologiczny skladnik czynny, np. Kwiat hibiskusa
[Wilska-Jeszka 2007].

- kwas p - hydroksybenzoesowy (C;HgO,) w stanie naturalnym wystepuje W korze straczynca,
czere$ni, malinach i anyzu, a takze w zurawinie, cynamonie, grzybach, a nawet w niektorych
produktach mlecznych [Wilska-Jeszka 2007].

- kwas galusowy (3,4,5-trihydroksybenzoesowy) jest silnym przeciwutleniaczem. Tworzy
depsydy - potgczenia estrowe dwoch lub wiecej fenolokwasow: np. kwas-4-digalusowy, jest
sktadnikiem garbnikow. Jest inhibitorem degradacji insuliny, dziata przeciwzapalnie,
przeciwwirusowo i przeciwbakteryjnie. Wystepuje w herbacie, cebuli, owocach jagodowych:
czarnej porzeczce, malinach, jarzynach [Molski 2005; Wilska - Jeszka 2007].

Inne zwiazki fenolowe:

- Stilbeny - grupa polifenoli, syntetyzowana z pochodnych kwasu cynamonowego. W
roslinach wyzszych wystepuje w formie wolnej, np. trans - resweratrol, oksyresweratrol oraz
jako dimery, polimery i glikozydy. Stilbeny wystepuja w korzeniach i drewnie roSlin,
natomiast duze ilosci spotka¢ mozna w owocach czerwonych winogron, owocach morwy,
czerwonej porzeczce oraz w orzeszkach ziemnych [Fremont 2000, Sroka i inni 2005].

- Lignany - grupa polifenoli, wystepuja gtdéwnie w formie aglikonow, rzadziej glikozydow.
Sekoizolaricirezinol i matairezinol wystepuja w nasionach stonecznika i Inu, organizmach

zwierzecych, natomiast w organizmach ludzkich, zwigzki te metabolizuja do podobnych
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zwigzkow o charakterze estrogenow, takich jak: enterolakton i enterodiol [Ososki i Kennelly
2003]. Lignany w duzej ilo$ci wystepujg w ziarnie sezamOwym, Sg to: sezamina, episezamina,
sezaminol, sezamolina. W mniejszych ilosciach wystepuja w petnoziarnistych produktach
zbozowych (zyto), owoce (wisnie, gruszki, jablka, $liwki), warzywa (cebula, koper witoski,

szparagi, marchew, czosnek), nasiona stonecznika, soczewicy [lde i inni 2003].

3.2. Dzialanie polifenoli

Polifenole wykazuja wiclostronng aktywnos$¢ biologiczna, uwazane sg tez za jedne z
najlepszych substancji o wiasciwosciach antyoksydacyjnych, ktore wynikajg z bezposredniej
reakcji z wolnymi rodnikami, zmiatania wolnych rodnikéw oraz zwigzania si¢ z jonami
metali, ktore wplywaja na powstawanie wolnych rodnikow.

Do najwazniejszych kierunkow dziatan polifenoli, zalicza sig:

- dziatanie przeciwnowotworowe - zwigzki fenolowe zmniejszaja i hamuja powstawanie
szkodliwych wolnych rodnikéw; kwercetyna hamuje podziat komorek rakowych 1 wptywa na
ich apoptoze,

- dziatanie przeciwmiazdzycowe - hyperozyd obniza ci$nienie krwi; katechiny obnizaja
stezenie calkowitego cholesterolu we krwi i frakcji ,,ztego” cholesterolu LDL, antocyjany
podwyzszaja frakcje ,,dobrego” cholesterolu HDL; polifenole zapobiegaja tworzeniu si¢
blaszek miazdzycowych [Janeczko 2004],

- dzialanie przeciwcukrzycowe - wplywaja na tworzenie si¢ insuliny i przeksztatcenie
proinsuliny w insuling; hamuja wytwarzanie glukozy w watrobie, obnizajg st¢zenie cukru we
krwi [Czeczot 2000],

- dziatanie przeciwdrobnoustrojowe - kwercetyna dziala przeciwwirusowo na wirusa
opryszczki wargowej 1 narzadow pitciowych, katechiny ochraniaja komorki watroby podczas
wirusowego zapalenia watroby typu A i B [Bylka i inni 2004],

- dzialanie przeciwalergiczne - kwercetyna zmniejszajac produkcje histaminy, dziata
antyalergicznie,

- inne dziatanie - polifenole zapobiegaja demencji starczej, chorobie Alzheimera, Parkinsona,
za¢mie, uszczelniajg naczynia krwionosne i stabilizujg witaming C, stanowig naturalny filtr

wobec promieni UVA, uszkadzajacych skore wiasciwg [Czeczot 2000].
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4. Znaczenie antyoksydantow w produktach spozywczych, lekach i kosmetykach

Zdrowy, odpowiednio odzywiony i sprawny fizycznie organizm, zwalcza skutecznie
dziatanie wolnych rodnikow za pomoca zwiazkéw endogennych o dziataniu
antyoksydacyjnym. Wytwarzanie antyoksydantow zalezy od genetycznych uwarunkowan
organizmu, wieku i1 rodzaju diety. Starszy, nieprawidlowo odzywiony i ostabiony chorobami
organizm, slabiej broni si¢ przed wolnymi rodnikami, poniewaz wytwarza mniej
antyoksydantow. Produkcji wolnych rodnikow sprzyjaja: stresujacy tryb  zycia,
zanieczyszczenie Srodowiska, promieniowanie radioaktywne, urzadzenia -elektroniczne,
chemiczne konserwanty zywnos$ci. Organizm nalezy wspomagac, dostarczajagc w pozywieniu
odpowiednig dawke antyoksydantow, niezbednych do zwalczania wolnych rodnikow. W
dzisiejszych czasach konsumenci coraz bardziej zwracaja uwage na produkty spozywcze,
zawierajace antyoksydanty. Dietetycy i lekarze zalecajg diete obfitujaca w warzywa i owoce,
dlatego ze zawierajag one w duzych ilosciach zwigzki chemiczne, zdolne do zwalczania
wolnych rodnikow, zmniejszaja ryzyko zachorowan na choroby ukladu sercowo -
naczyniowego i nowotwory, jak rowniez opdzniaja procesy starzenia fizycznego i
intelektualnego.

Naturalne antyoksydanty ciesza si¢ duzym zaintereSowaniem, poniewaz glowng wada
syntetycznych antyoksydantow, stosownych jako konserwanty zywnosci, sg efekty uboczne,
ujawniajace si¢ in vivo (kumuluja si¢ w organizmie, uszkadzajac watrobg). Przyjmowane z
pozywieniem antyoksydanty, pomagaja chroni¢ organizm przed stresem oksydacyjnym.
Dodatkowo petnig funkcje regulatorowa dla enzymow antyoksydacyjnych 1 detoksykacyjnych
oraz s3 czynnikami sygnalowymi i wplywajacymi na ekspresj¢ genow. Wicksze ilosci
antyoksydantow majg te gatunki warzyw i owocow z ktorych czgs¢ spozywana ma duza
zawarto$¢ suchej masy: np. orzechy (laskowe, wiloskie), migdaty, fasola w porownaniu do
gatunkoéw, ktére sa silnie ,,nawodnione”: np. kiwi, ananas, arbuz, ogérek. Wysoka warto$¢
potencjalu antyoksydacyjnego wykazuja stosowane przyprawy bez wzgledu na to czy sa
swieze, suche lub zmielone.

Dietetycy zalecaja spozywanie surowych warzyw i owocoéw. Gotowanie warzyw w wodzie
znacznie zmniejsza warto$ci przeciwutleniajgce (do 30% w stosunku do wartosci posiadanych
w stanie surowym), natomiast podczas gotowania na parze okoto 20% przeciwutleniaczy
ulega zniszczeniu [Hunter i Fletcher 2002].

Uzupehieniem diety moga by¢ suplementy wytworzone z owocoéw, warzyw, ziodt i zbodz,

stanowigce koncentraty naturalnych antyoksydantow, a takze zywno$¢ funkcjonalna, ktora
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oprocz warto$ci odzywczych ma wywiera¢ korzystny wplyw na jedna lub wigcej funkcji
organizmu. Efektem moze by¢ poprawa stanu zdrowia, samopoczucia, czy zmniejszenie
ryzyka choréb [Wawer i inni. 2012].

Wsrod konsumentdéw coraz wigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ kosmetyki
naturalne, zawierajace ekstrakty roslinne, bogate w zwigzki polifenolowe. Laczg one dziatanie
przeciwrodnikowe ze stymulacjg odnowy tkankowej, zdolnos$cig do tagodzenia podraznien,
jak rowniez usprawnieniem mikrokrazenia [Potargowicz i Szerszenowicz 2006].
Poza  dzialaniem  przeciwutleniajacym  wykazuja ~ wlasciwosci  przeciwzapalne,
przeciwalergiczne, uszczelniajagce naczynia wlosowate, promieniochronne. W zwigzku z
aktywnoscig ekstraktow ro$linnych, bogatych w polifenole, producenci kosmetykoéw
wykorzystuja je w preparatach rozjasniajacych skore, dla cery wrazliwej i naczynkowej,
przeciwzmarszczkowych, z tradzikiem rézowatym, regulujacych czynnosci gruczotéw
tojowych dla cery thustej i tradzikowej [Brand - Garnys i inni 2001, Schmid i inni 2003].
Przeciwutleniacze, pochodzace z naturalnych Zrédet, w produktach kosmetycznych moga
zastepowaé  syntetyczne antyoksydanty (BHA - butylohydroksyanizol, BHT -
butylohydroksytoluen), ktore powoduja wystapienie swedzacej wysypki, rumienia oraz
alergicznego kontaktowego zapalenia skory. W preparatach kosmetycznych wykorzystano
szerokg gam¢ ekstraktow roS§linnych o duzej zawartosci polifenoli 1 aktywnosci
przeciwutleniajacej. Jako sktadniki kosmetykoéw o najwyzszej aktywnosci przeciwutleniajacej
uwaza si¢ ekstrakty roslinne: owocow aceroli (Malpighia glabra extract), kory wierzby biate;j
(Salix alba bark extract), kwiatu arniki gorskiej (Arnica montana extract), lisci i kory brzozy
(Betula alba extract), kwiatu rézy (Rosa flos), ktore sa zrodlem antyoksydantow w
produktach przeciwzmarszczkowych i1 przeciwstarzeniowych. W kosmetykach $ciagajacych,
odswiezajacych, wygtadzajacych, zamykajacych pory, likwidujacych cellulitis jako sktadniki
preparatow wykorzystane zostaty ekstrakty z: owocoOw brzoskwini pospolitej (Prunus persica
extract) [Wawer 2001], winnorosli wiasciwej (Vitis vinifera extract), awokado (Persea
gratissima extract). Preparaty kosmetyczne, zawierajace naturalne zrodto polifenoli, chronig
skore przed czynnikami zewnetrznymi, zwalniajg proces starzenia si¢ skory, zapobiegaja
nowotworom skoéry oraz poprawiaja regeneracj¢ tkanek uszkodzonych przez nadmierne
dziatanie promieni UV [Glinka i inni 2002]. Srodki naturalne, ktérymi pielegnowana i
chroniona jest skora, wnikaja w nig gleboko, zachowujac jej naturalne pigkno [Jedrzejko i inni
2007].

Wieki XX byt wiekiem antybiotykow, ktore zwalczaty wiele groznych dla zycia

chorob zakaznych. Wiek XXI okresla si¢ jako wiek antyoksydantow - przeciwutleniaczy,
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ktore skutecznie likwiduja nadmiar wolnych rodnikéw. Im mniej szkodliwych czasteczek,
tym mniejsze ryzyko uszkodzenia komorek oraz materialu genetycznego. Antyoksydanty
dostarczone w odpowiednich dawkach zmniejszaja ryzyko rozwoju nowotworow,
wspomagaja uktad odpornosciowy, ochraniajg tkanke nerwowa oraz tagodza skutki stresu.
Wielokierunkowe dziatanie antyoksydantow stwarza szeroka perspektywe w poszukiwaniu
nowych rozwigzan w terapii lekowej, nie tylko o charakterze uzupelniajgcym, ale tez
mogacych mie¢ istotne znaczenie kliniczne. Coraz wigkszym zainteresowaniem $wiata
medycznego ciesza si¢ roslinne antyoksydanty, ktorych zrédtem sa owoce, warzywa, nasiona,
a takze uzywki - herbata, wino. Przeciwutleniajace flawonoidy, wystepujace w kwiatach
glogu, lisciach herbaty, mitorzebu, owocach pomaranczy, tagodza proces zapalny, pomagaja
zwalczaé infekcje wirusowe, jak rowniez alergie [Gruszka 2011, Frohne 2006]. Czerwone
wino, zawierajace resweratrol, pomaga zwalcza¢ wysoki poziom cholesterolu, zapobiega
rozwojowi zmian nowotworowych. Owoce zurawiny, bogate w aktywne biologicznie
przeciwutleniacze - proantocyjanidyny, sa glownym skladnikiem, odpowiedzialnym za
hamowanie wzrostu bakterii i rozwoju infekcji uktadu moczowego [Wawer i inni 2012,
Frohne 2006].

Czosnek pospolity (Allium sativum) zawiera antyoksydanty, wspomagajace uktad krazenia i
oddychania. Luteina - popularny karotenoid, bierze udzial w ochronie siatkowki przed
szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw [Wawer 1 inni 2012, Frohne 2006]. Badania
populacyjne wykazaty, ze w krajach o wysokim spozyciu zwiazkéw polifenolowych,
zachorowalno$¢ na choroby uktadu krazenia jest znacznie mniejsza, np. w Japonii zrédlem
polifenoli jest przede wszystkim zielona herbata, w Holandii - cebula i jabtka, we Francji -
czerwone wino.

Stosowanie suplementow diety, bogatych w antyoksydanty, nalezy ograniczy¢ maksymalnie
do trzech miesigcy, poniewaz dostarczenie zbyt wysokich dawek, moze wywotaé¢ zachwianie

roéwnowagi organizmu.
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1. Material do badan

Material do badan stanowity §wieze i wysuszone w temperaturze pokojowej, wybrane
surowce roslinne (p. pkt. II. 2.): 1i$¢ podbiatu - Farfarae folium, ziele melisy - Melissae
herba, ziele owsa - Avenae herba, lis¢ mitorzgbu - Ginkgo bilobae folium oraz kora oczaru -
Hamamelidis cortex, pochodzace z plantacji Zaktadow Zielarskich Phytopharm Klgka SA.
Wyciagi do badan:

- wyciagi z surowcoOw roslinnych, swiezych: soki (S) 1 z wysuszonych: nalewki (T), zostaty
przygotowane w Zaktadach Zielarskich Phytopharm Kleka SA.

- wyciagi metanolowe (M) oraz metanolowo - wodne (MW) ze §wiezych 1 wysuszonych
surowcow ro$linnych, zostaty przygotowane w Katedrze i1 Zakladzie Farmakognozji

Uniwersytetu Medycznego im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

1.1. Przygotowanie wyciagow
1.1.1. Otrzymywanie soku (succus) ze swiezych surowcéw roslinnych

Liscie podbiatu, licie mitorzebu, kore oczaru, ziele melisy i ziele owsa (wilgotnosé
okoto 80%), (p. pkt. III.1.) zalano 96% etanolem w stosunku 1:1[g/g] i poddano dwukrotnej
ekstrakcji. W pierwszym etapie ekstrahowano surowce w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika przez 10 minut, a nastepnie §wiezg partig rozpuszczalnika, macerowano
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Surowce roslinne przecedzono, a otrzymane
wyciagi odpowiednio potgczono.

W celu oddzielenia substancji balastowych, otrzymane surowe wyciagi przez dwa
tygodnie pozostawiono w suchym, chtodnym i zaciemnionym miejscu. Po tym okresie
dokonano oddzielenia wydzielonego osadu (substancje balastowe) metoda filtracji przez

podwdjng bibule, otrzymujgc klarowne wyciagi (soki - S).

Tabela 1. Materiat do badan oraz skroty uzyte w pracy (Soki - S)

Nazwa produktu * Skrét
Farfarae succus FS
Melissae succus” MS
Avenae succus’ AS
Ginkgo bilobae succus” GS
Hamamelidis succus” HS
*wg Raportu Produkcji — Phytopharm- p. pkt. 7.
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1.1.2. Otrzymywanie nalewki (tinctura) z wysuszonych surowcow roslinnych
Swieze surowce roslinne (p. pkt. I11.1.) suszono w temperaturze pokojowej, w suchym
i zaciemnionym miejscu. Czas suszenia surowcow wynosit:
- lis¢ podbiatu - 6 dni
- ziele melisy - 3dni
- ziele owsa - 4.dni
- lis¢ mitorzgbu - 10 dni

- kora oczaru - 10 dni

Wysuszone 1 rozdrobnione surowce zalano rozpuszczalnikiem ekstrahujagcym -
etanolem 65 - 67% w stosunku 1:10 [g/g]. Proces maceracji przeprowadzano w maceratorze
przez 6 dni w temperaturze pokojowej.

Po zakonczonej ekstrakcji surowce roslinne oddzielono, a otrzymane surowe wyciagi
przez dwa tygodnie pozostawiono w suchym i zaciemnionym miejscu. Po tym okresie
oddzielono wydzielony osad (substancje balastowe); a nast¢gpnie w wyniku filtracji przez

podwadjng bibule otrzymano klarowne wyciagi (nalewki - T).

Tabela 2. Materiat do badan oraz skroty uzyte w pracy (nalewki - T)

Nazwa produktu * Skrot
Farfarae tinctura FT
Melissae tinctura” MT
Avenae tinctura” AT
Ginkgo bilobae tinctura” GT
Hamamelidis tinctura” HT
*wg Raportu Produkcji - Phytopharm- p. pkt. 7.
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2. Oznaczenia iloSciowe wybranych grup zwiazkéw w sokach i nalewkach
2.1. Oznaczenie zawartosci sumy polifenoli z odczynnikiem Folin - Ciocalteu

2.1.1. Odczynniki i aparatura

Odczynniki

- kwas chlorogenowy LOBA-CHEMIE, Wien-Fischamed C16H1809
- odczynnik Folin - Ciocalteu 2N SIGMA ALDRICH FC

- sodu weglan cz.d.a. POCH Gliwice Na,CO;

- woda destylowana (= woda)

- roztwor kwasu chlorogenowego: odwazono doktadnie 0,02 g kwasu chlorogenowego do
kolby miarowej pojemno$ci 100 ml i uzupelniono woda. Uzyskano w ten sposob roztwor o
stezeniu 0,2 mg/ml.

- 20% wodny roztwor weglanu sodu: do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, przeniesiono
doktadnie odwazone 10,0 g weglanu sodu, nast¢pnie rozpuszczono w 40 ml wody i

uzupetniono wodg do kreski.

Aparatura
- Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin - Elmer,
kuwety szklane, grubo$¢ warstwy 0,5 cm

- waga analityczna Sartorius LE225D - OCE

2.1.2. Wykreslenie krzywej kalibracyjnej dla roztworu wzorcowego kwasu

chlorogenowego

Przygotowano 6 kolb miarowych pojemnosci 10 ml, owinigtych folig aluminiowa
(odczynnik Folin - Ciocalteu jest wrazliwy na $wiatlo) do ktoérych dodano 4 ml wody, a
nastepnie roztwor wzorcowy kwasu chlorogenowego doktadnie w ilosciach: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5; 0,6 ml, co odpowiadato 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12 mg wzorca. W kolejnym etapie
do kolb dodawano po 0,5 ml odczynnika Folin - Ciocalteu (p. pkt. 2.1.1.), a doktadnie po 1
minucie dodano po 2,0 ml 20% roztworu weglanu sodu (p. pkt. 2.1.1.), zachowujac odstep
czasowy 2 minuty migdzy probami. Nastgpnie kolbki uzupeliono woda i1 doktadnie
wymieszano. Po uptywie 30 minut od dodania roztworu weglanu sodu, mierzono absorbancje

przy dlugosci fali Amax = 760 nm, wobec proby odniesienia, ktora stanowila mieszanina
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roztworu weglanu sodu, odczynnika FC w wyzej podanych ilo$ciach, bez wzorcowego kwasu

chlorogenowego, uzupetnionio woda w kolbce o pojemnosci 10 ml [Doka 1 Bicanic 2002].

Dla kazdego stezenia wzorca dokonano po pig¢ pomiarow absorbancji (Tabela 3).

Tabela 3. Wartosci absorbancji dla poszczeg6lnych roztworéw wzorcowych

Lp. X A A As Ay As A
[ng/10ml]
1. 20 0,0918 0,0882 0,0958 0,0947 0,0997 A
2. 40 0,1966 0,2235 0,2118 0,2025 0,1881 A;
3. 60 0,2995 0,2996 0,3263 0,3188 0,3116 A3
4., 80 0,4013 0,4200 0,4279 0,4165 0,4506 Ay
5. 100 0,5157 0,5246 0,5492 0,5479 0,5413 As
6. 120 0,6473 0,6507 0,6553 0,6589 0,6313 Ag

X - zawarto$¢ kwasu chlorogenowego (pg/10ml)

A - absorbancja (760 nm)

Absorbancja

y=0,0055x-0,0183
R2=0,9962

20 40 60 80 100 120 140
Stezenie kwasu chlorogenowego [ng/10 ml]

Rycina 6. Wykres krzywej kalibracyjnej dla kwasu chlorogenowego.
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Tabela 4. Analiza statystyczna krzywej kalibracyjnej

A SD | SDy | +2SD +2SD : +n
_ (dla o=0,05, n=4, t=2,776)
A1l 0,0940 | 0,0043 |0,00193| 0,0086 | 0,0940+0,0086 0,0940+0,0054
A2 02045 | 0,0137 |0,00612| 0,0274 | 0,2045+0,0274 0,2045+0,0170
As| 03112 | 0,0118 |0,00528| 0,0236 | 0,3112+0,0236 0,3112+0,0147
As| 04233 | 0,0181 |0,00809| 0,0362 | 0,4233+0,0362 0,4233+0,0224
As| 05357 | 0,0149 |0,00665| 0,0298 | 0,5357+0,0298 0,5357+0,0185
As| 0,6487 | 0,0107 |0,00478| 0,0214 | 0,6487+0,0214 0,6487+0,0133

0,10 |

0,090 |

0,08 |

0,07 |

0,06 |

0,050

762,00

430,0 450

500

550

600

650 700
nm

750

800

Rycina 7. Widmo UV kwasu chlorogenowego z odczynnikiem Folin - Ciocalteu.

2.1.2.1. Analiza statystyczna

Tabela 5. Zestawienie parametréw regresji liniowe;j

a 0,00554 Sa 0,00006
b -0,01835 Sb 0,00506
R 0,9981

R’ 0,9962

S 0,0049

v 0,3696

Wz 1,3135

900,0
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Wzory uzyte do obliczenia parametréw regresji [Pawlaczyk 1 Zajac 2005]:

q = PEoi—E Ly
nEx—(Tx)?
1
b= ;[E}Tf —aX xij
gdzie:
a, b - parametry krzywej wzorcowejy =ax + b
Xi, Yi - wartosci do§wiadczane
n - liczba wykonanych pomiarow
. Obliczenia wspotczynnika korelacji prostoliniowej R:
_ Exy
R= JIC Ly
. Obliczenie bledow parametrow aib
5. = II”[E v —aX % -b X ]

e =\ (n-2[mExF-(Txp)?]

1 2
S = e Lx;

o Obliczenia odchylenia standardowego od prostej S:

Ty _ 2y &%
N PRy

g =
n—1
. Obliczenia wspdtczynnika zmiennos$ci W;:
y==
5
W, = 3 100%
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o Obliczenia odchylenia standardowego $Sredniej arytmetycznej SDy:

. Obliczenia przedziatu ufnosci p dla a = 0,05, f = n-1 = 4:

u= A+ =2

+n

gdzie:
t,, r - warto$¢ parametru rozktadu Studenta

f - liczba stopni swobody

2.1.3. Oznaczenie zawartos$ci sumy polifenoli w badanych probach

a) Przygotowanie prob do oznaczen

Z kazdego wyciagu w postaci soku (p.pkt. 1.1.1.) 1 nalewki (p. pkt. 1.1.2.) pobierano
odpowiednie objetosci (p. Tabela 6) i przenoszono do kolb miarowych o pojemnos$ci 25 ml, a
nastepnie uzupetniono wodg do kreski.
Otrzymano roztwory podstawowe do oznaczen odpowiednio: FSP, ASP, MSP, GSP, HSP i
FTP, ATP, MTP, GTP, HTP.

b) Wykonanie oznaczenia

Do 5 kolbek miarowych o pojemnosci 10 ml, owinigtych folig aluminiowa (odczynnik
Folin-Ciocalteu jest wrazliwy na $wiatlo), zawierajacych 4 ml wody, dodano po 0,2 ml
roztworu podstawowego (p. pkt. 2.1.3. a) w postaci soku/nalewki, a nastgpnie 0,50 ml
odczynnika FC. Doktadnie po 1 minucie dodano po 2,0 ml 20% roztworu weglanu sodu (p.
pkt. 2.1.1.) zachowujac odstep czasowy 2 minuty miedzy probami. Nastepnie kolbki
uzupetniono do kreski woda i1 doktadnie wymieszano. Po uptywie 30 minut od dodania
roztworu weglanu sodu mierzono absorbancje przy dlugosci fali A max = 760 nm, wobec proby
odniesienia, ktorg stanowita mieszanina roztworu we¢glanu sodu, odczynnika FC w wyzej
podanych ilosciach, bez wyciagu, uzupetniona do kreski woda w kolbce o pojemnosci 10 ml
[Doka 1 Bicanic 2002].
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach (Tabela 6-9, Rycina 8).
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5D =

¢) Obliczenie zawartosci sumy polifenoli w badanych prébach
Zawarto$¢ sumy polifenoli [%] w badanych probach w przeliczeniu na surowiec

obliczono wg wzoru:

gdzie:

C - zawartos¢ polifenoli w badanej probie w przeliczeniu na surowiec [%]

A - absorbancja probki badanego wyciagu

a - wspotczynnik kierunkowy prostej a = 0,0055 w przeliczeniu na kwas
chlorogenowy

X - zawarto$¢ wyciggu [ml] przeliczona na surowiec [mg] (Tabela 6)

Z - wspblczynnik obliczeniowy 0,1 (100 %/1000)

Obliczenia standardowego odchylenia pojedynczego wyniku (SD) i wspotczynnika

zmiennosci (Wy)

|Z(x1 —%)?
_\J| (n—1)

5D
[‘1’; =" 10004

gdzie:
n -1 - liczba stopnia swobody
X - $rednia z wynikéw pomiaru

Xi - pojedynczy wynik
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Tabela 6. Zawarto$¢ surowca [mg] w obj¢tosci soku/nalewki prob pobranych do analizy

1 2 3 4 5 6
Zawarto$¢ surowca
Objetosé Stosunek surowca w podanej Roztwory
Préba soku/nalewki Gestose wyelagu do soku/nalewki objetosci podstawowe
[mI] Lg/ml] [0/g] soku/nalewki™" [25 ml]
[mg]

FS 0,91 0,9285 1:0,91 7.4 FSP
MS 0,82 0,9200 1: 0,82 7.4 MSP
AS 6,00 0,9210 1:0,81 54,6 ASP
GS 0,68 0,9270 1: 0,68 7,5 GSP
HS 0,69 0,8750 1: 0,69 7,0 HSP
FT 0,46 0,9137 1: 4,66 7,3* FTP
MT 0,74 0,9030 1: 7,46 7,2* MTP
AT 10,0 0,8990 1:7,11 101,2* ATP
GT 0,71 0,9120 1:7,18 7,3* GTP
HT 6,00 0,8430 1: 9,10 44,5* HTP

* Pobrano po 100,0 ml odpowiedniej nalewki, odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato§é
rozpuszczono w odpowiednim rozpuszczalniku i przeniesiono do kolbki miarowej o pojemnosci 10 ml oraz uzupeliono do kreski,

dalej postepowano jak w przypadku soku p.pkt. 2.1.3.b

d) Obliczenie zawarto$ci surowca w objetosci soku/nalewki** uzytej do analizy

e Przyktad obliczenia zawarto$ci surowca w podanej objgtosci soku

(Tabela 6, proba FS):

0,9285g — 1 ml Jezeli 1 ml soku/nalewki wazy 0,9285 g/ml (kolumna 3),
x — 0,91 ml to 0,91 ml soku/nalewki (kolumna 2) wazy 0,844935 g.
X = 0,844935¢

19g-091g¢ Jezeli z 1 g surowca uzyskano 0,91 g soku/nalewki

X — 0,844935 g (kolumna 4) to 0,844935 g soku/nalewki otrzymano z x g
x = 0,9285¢ surowca.

0,9285g — 25 ml Jezeli 0,9285 g surowca znajduje si¢ w 25 ml
X — 0,2ml (p.pkt. 2.1.3.a - b) to 0,2 ml pobranego do analizy

x = 0,0074g=7,4mg znajduje si¢ 0,0074 g = 7,4 mg.
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e Przyktad obliczenia zawarto$ci surowca w objetosci nalewki (Tabela 6, proba FT):

0,9137g — 1 ml
X — 0,46 ml
x = 0,4203 ¢
g — 4,66¢g
- 0,0902 g -10
= 0,9020 g
0,9020g — 25 ml
X — 0,2ml

x = 0,0073g=7,3mg

Jezeli 1 ml soku/nalewki wazy 0,9137 g/ml (kolumna3),
to 0,46 ml soku/nalewki (kolumna 2) wazy 0,4203 g.

Jezeli z 1 g surowca uzyskano 4,66 g soku/nalewki

(kolumna 4) to 0,0902 g soku/nalewki z uwzglednieniem

zaggszezenia* (p. Tabela 6), otrzymano z x g surowca.

Jezeli 0,9020 g surowca znajduje si¢ w 25 ml

(p.pkt. 2.1.3.a - b) to 0,2 ml pobranego do analizy

znajduje si¢ 0,0073 g = 7,3 mg.

Tabela 7. Absorbancja badanych wyciagow (p. pkt. 1.1.1.) ze $§wiezych surowcoOw roslinnych

(succus)
Absorbacja
Wyciag Analizowana proba A]

(sok) [25 ml] ) 5 3 p c
FS FSP 0,4482 0,4189 0,4215 0,4262 0,4070
MS MSP 0,8148 0,8592 0,8921 0,9050 0,8351
AS ASP 0,4664 0,4665 0,4710 0,4473 0,4705
GS GSP 0,2854 0,2628 0,2755 0,2374 0,2704
HS HSP 0,3394 0,3356 0,3456 0,3454 0,3383
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Tabela 8. Absorbancja badanych wyciggow (p. pkt. 1.1.2.) z wysuszonych surowcoOw

ro$linnych (tinctura)

Absorbacja
Wyciag | Analizowana préba (A]
(nalewka) [25 ml]
1 2 3 4 5
FT FTP 0,1665 0,1535 0,1429 0,1550 0,1597
MT MTP 0,3279 0,3563 0,3492 0,3231 0,3454
AT ATP 0,3563 0,3611 0,3691 0,3455 0,3569
GT GTP 0,1231 0,1250 0,1395 0,1442 0,1226
HT HTP 0,4659 0,5159 0,5191 0,5415 0,5483

Tabela 9. Oznaczenia zawartosci sumy polifenoli w badanych wyciagach (succus/tinctura) w

przeliczeniu na kwas chlorogenowy i analiza statystyczna uzyskanych wynikow

— ) Analiza statystyczna
¥, polifenoli —
Sok/Nalewka W 3 polifenoli
[%0] SD 2 | SD;
[%] +2SD iy
(dla a=0,05, =4, t=2,776)

FS 1,03 0,04 | 356 | 0,02 1,03 £ 0,07 1,03 £ 0,05
MS 2,10 0,09 | 439 | 0,04 2,10+£0,18 2,10+0,11
AS 0,15 0,00 | 2,10 | 0,00 0,15+0,01 0,15+ 0,00
GS 0,64 0,04 | 6,81 | 0,02 0,64 + 0,09 0,64 £ 0,05
HS 0,88 0,01 | 1,31 | 0,01 0,88 + 0,02 0,88 + 0,01
FT 0,38 0,02 | 558 | 0,01 0,38 + 0,04 0,38 + 0,03
MT 0,85 0,04 | 4,18 | 0,02 0,85 +0,07 0,85+ 0,04
AT 0,06 0,00 | 2,39 | 0,00 0,06 £ 0,00 0,06 + 0,00
GT 0,32 0,03 | 7,79 | 0,01 0,32 +0,05 0,32 £ 0,03
HT 0,21 0,01 | 6,25 | 0,01 0,21 £ 0,03 0,21 £ 0,02
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Rycina 8. Zawarto$¢ sumy polifenoli w przeliczeniu na kwas chlorogenowy (w %) w

badanych sokach i nalewkach: Farfarae succus (FS), Farfarae tinctura (FT), Melissae succus
(MS), Melissae tinctura (MT), Avenae succus (AS), Avenae tinctura (AT), Ginkgo bilobae

succus (GS), Ginkgo bilobae tinctura (GT), Hamamelidis succus (HS), Hamamelidis tinctura

(HT).

2.2. Oznaczenie zawarto$ci flawonoidow metoda wg Christa-Miillera [Farmakopea VI

2002]

2.2.1. Odczynniki i aparatura
Odczynniki i ich roztwory

- aceton cz.d.a.

- kwas octowy (1,02 kg/l) cz.d.a.

- kwas solny (425 g/l) cz.d.a.

- metanol cz.d.a.

- octan etylu cz.d.a.

- metenamina cz.d.a.

- chlorek glinu cz.d.a.

- mieszanina (1:19) kwasu octowego (1,02 kg/l) z metanolem

- woda destylowana (= woda)

POCH Gliwice
Merck Niemcy
POCH Gliwice
POCH Gliwice
POCH Gliwice
POCH Gliwice
Merck Niemcy

CsHgO
C,H40,
HCI
MeOH
C4HgO
CeH12Ny
AICl3
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- kwas solny (281 g/l) OD: 66,1 ml kwasu solnego (425 g/l = 36%) zmieszano z 20 ml wody
I uzupetniono wodg w kolbie miarowej pojemnosci 100 ml.

- roztwor chlorku glinu (20 g/1) OD: 2,0 g chlorku glinu rozpuszczono w 100 ml mieszaniny
(1:19) kwasu octowego (1,02 kg/l) z metanolem.

- roztwéor metenaminy 0,5% (urotropina): 0,05 g metenaminy rozpuszczono w 10,0 ml

wody.

Aparatura
- Spektrofotometr SPEKOL 11 (Carl Zeiss, Jena, Germany),
kuwety szklane, grubo$¢ warstwy 1 cm
- waga analityczna Sartorius LE225D - OCE
- wyparka prézniowa BUCHI Rotavapor R - 210

2.2.2. Oznaczenie zawartoS$ci flawonoidow w badanych préobach

a) Material do badan
Do badan wykorzystano wyciagi ze §wiezych (FS, MS, AS, GS, HS) i wysuszonych
(FT, MT, AT, GT, HT) surowcow, otrzymane w pkt. 1.1.1.1 1.1.2.

b) Przygotowanie roztworu podstawowego

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 250 ml, odwazono kazdorazowo odpowiednie
ilosci soku/nalewki (p. Tabela 10), odparowano do sucha i dodano 20 ml acetonu, 2,0 ml
kwasu solnego (281 g/1) oraz 1,0 ml roztworu wodnego metenaminy. Mieszaning
utrzymywano 30 minut we wrzeniu na tazni wodnej pod chtodnica zwrotng. Otrzymany
hydrolizat przesaczono przez wate do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, po czym osad
wraz z watg umieszczono w tej samej kolbie okragtodennej, dodano 20 ml acetonu i
ponownie utrzymywano 10 minut we wrzeniu. Otrzymany hydrolizat przesaczono przez watg
do tej samej kolby miarowej. Wytrawianie powtdrzono jeszcze raz, a uzyskany wyciag
przesaczono réwniez do tej samej kolby miarowej 1 uzupetniono acetonem do 100 ml.

Odmierzono 20,0 ml zhydrolizowanego wyciggu do rozdzielacza, dodano 20 ml wody
1 wytrzasano octanem etylu: 1 raz 15 ml 1 3 razy po 10 ml. Polaczone fazy organiczne
przemyto 2 X 40 ml wody (warstwe¢ wodng odrzucono), a nastgpnie przesaczono przez wate

do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml i uzupelniono octanem etylu do kreski.
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W ten sam sposdb otrzymano roztwory podstawowe dla kazdego z analizowanych
sokow/nalewek. Z poszczegolnych sokéw/nalewek przygotowano po trzy oddzielne roztwory

podstawowe.

c) Przygotowanie roztworow do badan

Roéwnolegle oznaczono po trzy proby z kazdego roztworu podstawowego. Do kazdej z
3 kolb miarowych o pojemnosci 25 ml, dodano po 10,0 ml roztworu podstawowego; 2,0 ml
roztworu chlorku glinu 1 uzupeliono mieszaning (1:19) kwasu octowego z metanolem do 25

ml.

d) Przygotowanie roztworu poréwnawczego
Odmierzono 10,0 ml odpowiedniego roztworu podstawowego do kolbki miarowej o

pojemnosci 25 ml i uzupetlniono mieszaning (1:19) kwasu octowego z metanolem do kreski.

Po 45 minutach zmierzono absorbancj¢ roztworow badanych z chlorkiem glinu (p. pkt.
2.2.2.c) wobec odpowiedniej dla nich (p. pkt. 2.2.2.d) préby poréwnawczej w kuwetach
szklanych 1 cm, przy dtugosci fali A = 425 nm. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach
(Tabela 10-13, Rycina 9). Przedstawiona absorbancja (Tabela 11-12) jest $rednig z dwoch

pomiarow.

¢) Obliczenie zawartosci flawonoidow
Zawartos¢ flawonoidéw [%] w przeliczeniu na kwercetyne, obliczono w badanych

probach wg wzoru, uwzgledniajac absorbowalno$¢ kwercetyny al*® = 714 [Farmakopea VI

lem
2002]

gdzie:

X - zawarto$¢ sumy flawonoidow w przeliczeniu na surowiec [%]
A - absorbancja roztworu badanego

m - masa wyciagu [g] przeliczona na okreslong mase surowca [g]

k - przelicznik dla kwercetyny, k = 0,875
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Tabela 10. Zawarto$¢ surowca [g] w objetosci soku/nalewki [g] w probach pobranych do

analizy
Zawarto$¢ surowca w
Objetos¢
) objetosci Stosunek surowca
Proba soku/nalewki ] _
soku/nalewki do soku/nalewki
(sok/nalewka) [mI]
[9] [9/a]
w probach pobranych do analizy
FS 0,91 1,00 1:0,91
FT 5,03 1,08 1: 4,66
MS 0,82 1,00 1: 0,82
MT 7,46 1,00 1:7,46
AS 40,10 44,55 1:0,81
AT 230,0 32,35 1:7,11
GS 0,68 1,00 1: 0,68
GT 10,03 1,40 1:7,18
HS 6,92 10,03 1: 0,69
HT 60,00 6,60 1:9,10

Tabela 11. Absorbancja badanych wyciggdéw ze Swiezych surowcoOw roslinnych (succus)

Tlos¢ soku Absorbacja $rednia
Wyciag: pobierana do [A]
sok analizy B} B} B}
[q] Ay A, Az
FS 0,91 0,695 0,695 0,692
MS 0,82 0,246 0,245 0,245
AS 40,10 0,414 0,423 0,409
GS 0,68 0,559 0,552 0,552
HS 6,92 0,467 0,451 0,431
Ay, A, As— absorbancje $rednie z dwoch pomiarow dla poszezegolnych sokow/nalewek

73



Tabela 12. Absorbancja badanych wyciggdw z wysuszonych surowcow roslinnych (tinctura)

Tlo$¢é nalewki

Absorbacja Srednia

Wyciag: pobierana do [A]
nalewka analizy _ _ _
A A, Aj
o]
FT 5,038 0,496 0,501 0,501
MT 7,46 0,216 0,218 0,216
AT 230,0 0,284 0,268 0,297
GT 10,03 0,613 0,605 0,611
HT 60,0 0,266 0,278 0,272

A; A, As— absorbancje $rednie z dwoch pomiaréw dla poszezegdlnych sokdw/nalewek

Tabela 13. Oznaczenie zawartosci flawonoidow w badanych wyciggach (succus/tinctura) w

przeliczeniu na kwercetyne i analiza statystyczna uzyskanych wynikow

_ Analiza statystyczna
¥, flawonoidow —
Sok/Nalewka ¥, flawonoidow
[%] so| V2 | sp,
[%6] +2SD =
(dla 0=0,05, =5, t=2,571)

FS 0,61 0,00| 0,25 | 0,00 0,61 +0,00 0,61+ 0,00
MS 0,22 0,00 | 0,24 | 0,00 0,22 + 0,00 0,22 + 0,00
AS 0,01 0,00 1,71 | 0,00 0,01 0,00 0,01 +0,00
GS 0,49 0,00| 0,73 | 0,00 0,49 + 0,01 0,49 + 0,00
HS 0,04 0,00 | 4,01 | 0,00 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00
FT 0,41 0,00 0,58 | 0,00 0,41 + 0,00 0,41 + 0,00
MT 0,19 0,00| 0,53 | 0,00 0,19+ 0,00 0,19+ 0,00
AT 0,01 0,00| 5,13 | 0,00 0,01 0,00 0,01 +0,00
GT 0,38 0,00 | 0,68 | 0,00 0,38 +0,01 0,38+ 0,00
HT 0,04 0,00 2,21 | 0,00 0,04 = 0,00 0,04 + 0,00
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Rycina 9. Zawartos¢ flawonoidow w przeliczeniu na kwercetyne (w %) w badanych sokach i
nalewkach: Farfarae succus (FS), Farfarae tinctura (FT), Melissae succus (MS), Melissae
tinctura (MT), Avenae succus (AS), Avenae tinctura (AT), Ginkgo bilobae succus (GS),

Ginkgo bilobae tinctura (GT), Hamamelidis succus (HS), Hamamelidis tinctura (HT).

3. Badania biologiczne

3.1. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej badanych wyciagéow za pomoca analizy
z rodnikiem DPPH
3.1.1. Odczynniki i aparatura

Odczynniki i ich roztwory

- metanol cz.d.a. POCH Gliwice MeOH
- woda destylowana (= woda)
- rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyny ALDRICH nr kat.D9132 DPPH

- roztwor metanolowy rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyny (DPPH) [Druzynska,
Klepacka 2005]

Do kolby miarowej pojemnosci 100 ml, odwazono na wadze analitycznej 0,0062 g
rodnika DPPH, rozpuszczono bardzo doktadnie w metanolu 1 uzupelniono rozpuszczalnikiem
do kreski. Rodnik DPPH jest wrazliwy na $wiatto, dlatego dla zabezpieczenia wszystkim
analizom takich samych warunkow, przygotowywano odczynnik w kolbkach owinietych w

foli¢ aluminiowa na ok. 1 godzing przed kazda z analiz i przechowywano w lodowce, a
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nastepnie wyjeto odezynnik na 10 minut przed uzyciem do analizy w celu doprowadzenia do
temperatury pokojowe;j.
Aparatura

- Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer, kuwety szklane, grubo§¢ warstw 0,5 cm
3.1.2. Przygotowanie prob do oznaczen

a) Material do badan
Do badan wykorzystano wyciagi ze $wiezych (soki - FS, MS, AS, GS, HS) i
wysuszonych (nalewki - FT, MT, AT, GT, HT) surowcow otrzymane w pkt. 1.1.1.1 1.1.2.

b) Przygotowanie rozcienczen podstawowych z wyciagow

o Z wyciaggow badanych FS, FT, HS, HT, GS, GT i AS (p. pkt. 1.1.1. i 1.1.2.) pobrano
kazdorazowo po: 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych
pojemnosci 25 ml, a nastepnie uzupetniono woda do kreski 1 mieszano. Z tak otrzymanych
roztworow podstawowych:

- FSP-5, -10, -15, -20; i FTP-5, -10, -15, -20;

- HSP-5, -10, -15, -20; i HTP-5, -10, -15, -20;

- GSP-5, -10, -15, -20; i GTP-5, -10, -15, -20;

- ASP-5, -10, -15, -20;

wykonano nastepujace rozcienczenia:

» Z roztworow: FSP-5*, FTP-5, HSP-5, HTP-5, GSP-5, GTP-5 i ASP-5 pobierano
kolejno 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 8,0; 10,0 ml 1 przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych
pojemnosci 10 ml i uzupelniono woda do kreski, przyktadowo uzyskano nastepujace
roztwory: *FSP-5/0,1; FSP-5/0,5; FSP-5/1,0 ; FSP-5/3,0 ; FSP-5/8,0; FSP-5/10,0

» Z roztworow: FSP-10*, FTP-10, HSP-10, HTP-10, GSP-10, GTP-10 i ASP-10
pobierano po 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 10
ml i uzupetniono wodag do kreski, uzyskujac przyktadowo nastgpujacy roztwor: FSP-
10/10,0*

» Z roztworow: FSP-15* FTP-15, HSP-15, HTP-15, GSP-15, GTP-15 i ASP-15
pobierano po 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 10

ml 1 uzupetiono wodg do kreski, uzyskujac przyktadowo nastepujacy roztwor: FSP-
15/10,0*
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» Z roztworow: FSP-20*, FTP-20, HSP-20, HTP-20, GSP-20, GTP-20 i ASP-20
pobierano po 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 10

ml 1 uzupetiono wodg do kreski, uzyskujac przyktadowo nastepujacy roztwor: FSP-

20/10,0*

o Z wyciaggdow badanych MS i MT (p. pkt. 1.1.1. i 1.1.2.) pobrano kolejno: 5,0 ml (MS,
MT) i 10,0 ml (MS, MT) i przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 25 ml, a
nastepnie uzupetniono woda do kreski i mieszano, uzyskujac roztwory podstawowe:

- MSP-5, -10;

- MTP-5, -10;

Z tak otrzymanych roztworéw podstawowych wykonano nastepujace rozcienczenia:

» Z roztworow: MSP-5*; MTP-5 pobierano kolejno 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 8,0; 10,0 ml i
przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 10 ml i uzupetniono woda
do kreski, przyktadowo uzyskano nastepujace roztwory: *MSP-5/0,1; MSP-5/0,5;
MSP-5/1,0; MSP-5/3,0; MSP-5/8,0; MSP-5/10,0

» Z roztworow: MSP-10*; MTP-10 pobierano kolejno 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 8,0; 10,0 ml i
przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 10 ml i uzupelniono woda
do kreski, przyktadowo uzyskano nastgpujace roztwory: *MSP-10/0,1; MSP-10/0,5;
MSP-10/1,0; MSP-10/3,0; MSP-10/8,0; MSP-10/10,0

o Z wyciagu badanego AT (p. pkt. 1.1.2.) pobrano kolejno: 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0
ml i przeniesiono ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 25 ml.

Pobrano réwniez 30,0 ml wyciggu AT 1 zageszczono na wyparce proézniowej do okoto 20 ml,
a nastepnie przeniesiono iloSciowo rowniez do kolbki miarowej pojemnosci 25 ml.
Otrzymane rozcienczenia uzupetlniono wodg do kreski i mieszano, uzyskujac roztwory
podstawowe:

- ATP-5,-10,-15,-20,-25,-30;

Z wyzej wymienionych roztwordw przygotowano nastepujace rozcienczenia:

» Z roztworu: ATP-5 pobierano kolejno 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 8,0; 10,0 ml i przeniesiono
ilosciowo do kolbek miarowych pojemnosci 10 ml i uzupelniono woda do kreski,
uzyskano nastepujace roztwory: ATP-5/0,1; ATP-5/0,5; ATP-5/1,0; ATP-5/3,0;
ATP-5/8,0; ATP-5/10,0
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» Z roztworu: ATP-10 pobrano 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej
pojemnosci 10 ml i1 uzupeliono woda do kreski, uzyskujac nastepujacy roztwor:
ATP-10/10,0

» Z roztworu: ATP-15 pobrano 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej
pojemnosci 10 ml i uzupetniono woda do kreski, uzyskujac nastepujacy roztwor:
ATP-15/10,0

» Z roztworu: ATP-20 pobrano 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej o
pojemnosci 10 ml i uzupeliono woda do kreski, uzyskujgc nastepujacy roztwor:
ATP-20/10,0

» Z roztworu: ATP-25 pobrano 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej o
pojemnosci 10 ml i uzupetiono woda do kreski, uzyskujac nastepujacy roztwor:
ATP-25/10,0

» Z roztworu: ATP-30 pobrano 10,0 ml i przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej
pojemnosci 10 ml i uzupelniono wodg do kreski, uzyskujac nastepujacy roztwor:

ATP-30/10,0

¢) Przygotowanie proby porownawczej

Do szklanych fiolek, owinigetych w folie¢ aluminiowg, przenoszono kolejno po 0,2 ml
wody i 1,4 ml metanolowego roztworu DPPH (p. pkt.3.1.1.), zamykano i mieszano.
d) Przygotowanie proby slepej

Do szklanych fiolek przenoszono po 0,2 ml wody i 1,4 ml metanolu, zamykano i

mieszano.

e) Wykonanie oznaczenia

Do owinigtych w foli¢ aluminiowa szklanych fiolek przenoszono 0,2 ml wszystkich
rozcienczen, przygotowanych na bazie rozcienczen podstawowych (p. pkt. 3.1.2.b) badanych
wyciggow (FSP, FTP, MSP, MTP, ASP, ATP, HSP, HTP, GSP, GTP), a nastgpnie
dodawano po 1,4 ml metanolowego roztworu DPPH, zachowujac odstgp czasowy 2 minuty
mi¢dzy probami, mieszano i zamykano.
Przyktadowo z Farfarae folium badano:
- FSP-5/0,1; FSP-5/0,5; FSP-5/1,0; FSP-5/3,0; FSP-5/8,0; FSP-5/10,0
- FSP-10/10,0
- FSP-15/10,0
- FSP-20/10,0
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Kazdorazowo, rownoczesnie przygotowano 3 proby roztworu DPPH (proba
poréwnawcza).

Z kazdego badanego rozcienczenia wykonywano po trzy oznaczenia, podajac w tabeli
wynik $redni. Identycznie postgpowano w przypadku proby porownawczej DPPH.

Po 30 minutach mierzono absorbancj¢ przy siedmiu dlugosciach fali A = 515, 517,
520, 533, 536, 537 i 540 nm, wobec proby slepej (p. pkt. 3.1.2.d).

Ilo$¢ kazdego z przygotowanych rozcienczen pobrana do analizy jest zroznicowana, w
celu uzyskania maksymalnej aktywnosci [%] zmiatania wolnych rodnikéw (Tabela 14-33).

Wykreslano widma absorbancji badanych roztworow w zakresie 500 - 600 nm
(Rycina 28-37). Ustalono, ze ww. roztwory wykazywaly A = 540 nm i tg dlugos¢ fali
zastosowano w dalszych oznaczeniach. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach (Tabela
14-33; Rycina 10-27).

f) Obliczenie ilo§ci wyciagu obecnego w analizowanych prébach®*
Przyktad obliczenia dla warto$ci podanej w tabeli 14. rozcienczenie FS9:
20,0 ml wyciagu FS - 25,0 ml roztworu podstawowego FSP20
X - 10,0 ml FSP20
x = 8,00 ml FSP20/10,0
g) Obliczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH
Aktywno$¢ redukowania rodnika DPPH [Ax] przez badane proby obliczono przy uzyciu

Wzoru:

A, — A,
o

gdzie: Ax - aktywnos$¢ przeciwutleniajgca badanego roztworu
A, - $rednia absorbancja roztworu badanego (z trzech oznaczen)

Ay - Srednia absorbancja roztworu rodnika DPPH (z trzech oznaczen)

79



Tabela 14. Oznaczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH przez Farfarae succus

Farfarae succus

Ilo$¢ wyciagu ] Aktywnos$¢é Ilo$¢ pozostalego 2, polifenoli
Proba badanego™" Absarbancja A DPPH w prébie
[mi] A [%] [%] [%]
DPPH 0,00 0,8726 [A] 0,00 100,0 0,00
FSP-5/0,1 FS1* 0,02 0,6814 21,91 78,09 0,02
FSP-5/0,5 FS2* 0,10 0,1455 83,32 16,68 0,09
FSP-5/1,0 FS3* 0,20 0,1032 88,17 11,83 0,19
FSP-5/3,0 FS4* 0,60 0,0733 91,60 8,40 0,56
FSP-5/8,0 FS5* 1,60 0,0680 92,21 7,79 1,49
FSP-5/10,0 FS6* 2,00 0,0701 91,97 8,03 1,86
FSP-10/10,0 | FS7* 4,00 0,1030 88,20 11,80 3,72
FSP-15/10,0 | FS8* 6,00 0,1472 83,13 16,87 5,58
FSP-20/10,0 | FS9* 8,00 0,2026 76,78 23,22 7,44
** p.pkt 3.1.2.f
* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajacej
Diugos¢ fali analitycznej A = 540 nm
Tabela 15. Oznaczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH przez Farfarae tinctura
Farfarae tinctura
To§¢ wyciagu | Aktywnos¢ | Tlosé pozostalego | X Polifenoli
Préba badanego™* Absorbancja Ax DPPH w probie
[mi] A [%] [%] [%]
DPPH 0,00 0,9136 [Aq] 0,00 100,0 0,00
FTP-5/0,1 FT1* 0,02 0,7348 19,57 80,43 0,00
FTP-5/0,5 FT2* 0,1 0,2078 77,25 22,75 0,02
FTP-5/1,0 FT3* 0,2 0,1287 85,91 14,09 0,03
FTP-5/3,0 FT4* 0,6 0,0892 90,24 9,76 0,10
FTP-5/8,0 FT5* 1,6 0,0930 89,82 10,18 0,27
FTP-5/10,0 FT6* 2,0 0,0985 89,21 10,79 0,34
FTP-10/10,0 | FT7* 4,0 0,1452 84,11 15,89 0,68
FTP-15/10,0 | FT8* 6,0 0,2029 77,79 22,21 1,02
FTP-20/10,0 | FT9* 8,0 0,2786 69,50 30,50 1,36

4% p. pkt3.1.2.f

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywno$ci przeciwutleniajacej

Dhugos¢ fali analitycznej A = 540 nm

80




Tabela 16. Oznaczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH przez Melissae succus

Melissae succus

flose | Aktywnos$¢ | Ilos¢ pozostalego % polifenoli w

Préba wyciagu | Absorbancja A DPPH Srobic

badanego™" A %] %] %]
[mi]

DPPH 0,00 0,9674 [Ao] 0,00 100,0 0,00
MSP-5/0,1 MS1* 0,02 0,5815 39,89 60,11 0,03
MSP-5/0,5 MS2* 0,1 0,074 92,35 7,65 0,17
MSP-5/1,0 MS3* 0,2 0,0667 93,11 6,89 0,35
MSP-5/3,0 MS4* 0,6 0,0664 93,14 6,86 1,04
MSP-5/8,0 MS5* 1,6 0,0806 91,67 8,33 2,77
MSP-5/10,0 MS6* 2,0 0,0906 90,63 9,37 3,46
MSP-10/10,0 MS7* 4,0 0,1732 82,10 17,90 6,92
“*p. pkt 3.1.2.f
* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajace;j
Dhugosé fali analitycznej A = 540 nm

Tabela 17. Oznaczenie zdolno$ci redukowania rodnika DPPH przez Melissae tinctura
Melissae tinctura
To§¢ wyciagu | Aktywnos¢ | Tlosé pozostalego | X Polifenoli
Proba badanego™" Absorbancja Ay DPPH w probie
[mi] . [%] [%] %]

DPPH 0,00 0,8504 [Ag] 0,00 100,0 0,00
MTP-5/0,1 MT1* 0,02 0,7010 17,57 82,43 0,01
MTP-5/0,5 MT2* 0,1 0,1278 84,97 15,03 0,06
MTP-5/1,0 MT3* 0,2 0,0638 92,50 7,50 0,13
MTP-5/3,0 MT4* 0,6 0,058 93,18 6,82 0,38
MTP-5/8,0 MT5* 1,6 0,0634 92,54 7,46 1,02
MTP-5/10,0 MT6* 2,0 0,0662 92,21 7,79 1,28
MTP-10/10,0 | MT7* 4,0 0,0852 89,98 10,02 2,56

% p. pkt 3.1.2.f

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajace;j

Dlugosé fali analitycznej A = 540 nm

81




Tabela 18. Oznaczenie zdolno$ci redukowania rodnika DPPH przez Avenae succus

Avenae succus

Ilo$¢ wyciagu ] Aktywnos¢ Ilo$¢ pozostalego %, polifenoli
, " Absorbancja
Préba badanego A Ax DPPH w proébie

[mi] ' [%6] [%6] [%]
DPPH® 0,00 0,8836 [Aq] 0,00 100,0 0,00
ASP-5/0,1 AS1* 0,02 0,8705 1,48 98,52 0,02
ASP-5/0,5 AS2* 0,1 0,8316 5,88 94,12 0,09
ASP-5/1,0 AS3* 0,2 0,7771 12,05 87,95 0,18
ASP-5/3,0 AS4* 0,6 0,5971 32,42 67,58 0,55
ASP-5/8,0 AS5* 1,6 0,2443 72,35 27,65 1,47
ASP-5/10,0 |AS6* 2,0 0,1831 79,28 20,72 1,84
DPPH®* 0,00 0,9732 [A0] 0,00 100,0 0,00
ASP-10/10,0 |AS7* 4,0 0,1237 87,29 12,71 3,68
DPPH®® 0,00 0,9251 [Ao] 0,00 100,0 0,00
ASP-15/10,0 | AS8* 6,0 0,1957 78,84 21,16 5,52
ASP-20/10,0 | AS9* 8,0 0,2258 75,59 24,41 7,36

“*p. pkt 3.1.2.

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywno$ci przeciwutleniajacej

°°Analize wykonywano w trzech etapach

Dtlugosé¢ fali analitycznej A = 540 nm
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Tabela 19. Oznaczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH przez Avenae tinctura

Avenae tinctura

Ilo$¢ wyciagu . Aktywnos$¢ | Ilo$é pozostalego 2, polifenoli
Préba badanego™" Absorbancja Ay DPPH w probie
[mi] A [%] [%] [%6]
DPPH®* 0,00 0,9732 [Aq] 0,00 100,0 0,00
ATP-5/0,1 AT1* 0,02 0,9331 4,12 95,88 0,01
ATP-5/0,5 AT2* 0,1 0,9292 4,52 95,48 0,06
ATP-5/1,0 AT3* 0,2 0,9074 6,76 93,24 0,13
ATP-5/3,0 AT4* 0,6 0,8434 13,34 86,66 0,38
ATP-5/8,0 AT5* 1,6 0,7116 26,88 73,12 1,02
ATP-5/10,0 | AT6* 2,0 0,6659 31,58 68,42 1,28
ATP-10/10,0 | AT7* 4,0 0,4440 54,38 45,62 2,56
DPPH®* 0,00 0,9251 [Ao] 0,00 100,0 0,00
ATP-15/10,0 | AT8* 6,0 0,3242 64,95 35,10 3,84
ATP-20/10,0 | AT9* 8,0 0,2221 75,99 24,01 512
DPPH®® 0,00 0,8861 [Ao] 0,00 100,0 0,00
ATP-25/10,0 | AT10* 10,0 0,2006 77,36 22,64 6,40
ATP-30/10,0 | AT11* 12,0 0,2090 76,41 23,59 7,68
“*p. pkt 3.1.2.

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajacej

°°Analize wykonywano w trzech etapach

Dhugos¢ fali analitycznej A = 540 nm
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Tabela 20. Oznaczenie zdolnos$ci redukowania rodnika DPPH przez Ginkgo bilobae succus

Ginkgo bilobae succus

Ilo$é wyciagu . Aktywnos$¢ | Ilo$¢ pozostalego %, polifenoli
Préba badanego™" Absorbancja Ay DPPH w proébie
[mi] A [%] [%] [%6]
DPPH 0,00 0,9251 [Ao] 0,00 100,0 0,00
GSP-5/0,1 GS1* 0,02 0,8685 6,12 93,88 0,01
GSP-5/0,5 GS2* 0,1 0,6316 31,73 68,27 0,04
GSP-5/1,0 GS3* 0,2 0,4389 52,56 47,44 0,09
GSP-5/3,0 GS4* 0,6 0,0988 89,32 10,68 0,26
GSP-5/8,0 GS5* 1,6 0,0719 92,23 7,77 0,70
GSP-5/10,0 |GS6* 2,0 0,0834 90,98 9,02 0,88
GSP-10/10,0 | GS7* 4,0 0,2120 77,08 22,92 1,76
GSP-15/10,0 | GS8* 6,0 0,3131 66,15 33,85 2,64
GSP-20/10,0 | GS9* 8,0 0,3687 60,14 39,86 3,52
“ p.pkt 3.1.2.f

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajace;j

Dlugosé¢ fali analitycznej A = 540 nm

Tabela 21. Oznaczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH przez Ginkgo bilobae tinctura

Ginkgo bilobae tinctura

To$¢ wyciagu | Aktywnosé | Tl0sé pozostalego | 2 Polifenoli
Proba badanego™" Absorbancja Ax DPPH w prébie
[mi] A [%] [%] [%6]
DPPH 0,00 0,8861 [Ao] 0,00 100,0 0,00
GTP-5/0,1 GT1* 0,02 0,8726 1,52 98,48 0,00
GTP-5/05 |GT2* 01 0,7593| 14,31 85,69 0,02
GTP-5/1,0 |GT3* 0.2 0,6488| 26,78 73,22 0,05
GTP-5/30 |GT4* 06 0,3449| 61,08 38,92 0,14
GTP-5/80 |GT5* 16 0,0927| 89,54 10,46 0,37
GTP-5/10,0 |GT6* 2,0 00742 91,63 8,37 0,46
GTP-10/10,0 |GT7* 4,0 00777 91,23 8,77 0,92
GTP-15/10,0 | GT8* 6,0 01101 8757 12,43 1,38
GTP-20/10,0 | GT9* 8,0 0,1466| 83,45 16,55 1,84
“*p. pkt 3.1.2.f

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajace;j

Dhugos¢ fali analitycznej A = 540 nm
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Tabela 22. Oznaczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH przez Hamamelidis succus

Hamamelidis succus

llos¢ wyciagu _ | Aktywnos¢ | Tlos¢ pozostalego ¥, polifenoli
Préba badanego™* Absorbancja Ax DPPH w prébie
[mi] A (%] (%] (%]
DPPH 0,00 0,7609 [Ao] 0,00 100,0 0,00
HSP-5/0,1 HS1* 0,02 0,5779 24,05 75,95 0,01
HSP-5/0,5 HS2* 0,1 0,0552 92,74 7,26 0,06
HSP-5/1,0 HS3* 0,2 0,0418 94,51 5,49 0,12
HSP-5/3,0 HS4* 0,6 0,0449 94,09 591 0,37
HSP-5/8,0 HS5* 1,6 0,0514 93,24 6,76 0,98
HSP-5/10,0 | HS6* 2,0 0,0553 92,73 7,27 1,22
HSP-10/10,0 | HS7* 4,0 0,0749 90,16 9,84 2,44
HSP-15/10,0 | HS8* 6,0 0,0948 87,54 12,46 3,66
HSP-20/10,0 | HS9* 8,0 0,1109 85,42 14,58 4,88
“p.pkt 3.1.2.f

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Porownanie aktywno$ci przeciwutleniajacej

Dlugosc¢ fali analitycznej A = 540 nm
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Tabela 23. Oznaczenie zdolnosci redukowania rodnika DPPH przez Hamamelidis tinctura

Hamamelidis tinctura

flos¢ | Aktywnosé | Tlosé pozostatego | % Polifenoli
Préba wyciqgu\\ Absorbancja A DPPH w probie
badanego A [0%] 0] 5]
[mi]

DPPH®® 0,00 0,7773 [Ao] 0,00 100,0 0,00
HTP-5/0,1 HT1* 0,02 0,7614 2,04 97,96 0,03
HTP-5/0,5 HT2* 0,1 0,5249 32,47 67,53 0,13
HTP-5/1,0 HT3* 0,2 0,2651 65,89 34,11 0,25

DPPH®* 0,0 0,7968 [Ao] 0,00 100,0 0,00
HTP-5/3,0 HT4* 0,6 0,0481 93,96 6,04 0,76
HTP-5/8,0 HT5* 1,6 0,0448 94,38 5,62 2,03
HTP-5/10,0 | HT6* 2,0 0,0462 94,20 5,80 2,54
HTP-10/10,0 | HT7* 4,0 0,0473 94,06 5,94 5,08
HTP-15/10,0 | HT8* 6,0 0,0519 93,49 6,51 7,62
HTP-20/10,0 | HT9* 8,0 0,0567 92,88 7,12 10,16
“*p. pkt 3.1.2.

* Oznaczenia wykorzystane na rycinach 20-27: Poréwnanie aktywno$ci przeciwutleniajacej
°°Analize wykonywano w trzech etapach

Dhugos¢ fali analitycznej A = 540 nm
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Rycina 10. Liniowa zaleznos$¢ aktywnosci antyoksydacyjnej od zawartosci polifenoli w probie

Farfarae succus.
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Farfarae tinctura
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Rycina 11. Liniowa zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawartosci polifenoli w probie

Farfarae tinctura.
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Rycina 12. Liniowa zaleznos¢ aktywnos$ci od zawartosci polifenoli w probie Melissae succus.

Melissae tinctura
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Rycina 13. Liniowa zaleznos$¢ aktywnosci antyoksydacyjnej od zawartosci polifenoli w probie

Melissae tinctura.
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Rycina 14. Liniowa zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawarto$ci polifenoli w probie

Avenae succus.
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Rycina 15. Liniowa zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawartosci polifenoli w probie

Avenae tinctura.
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Rycina 16. Liniowa zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawartosci polifenoli w probie

Ginkgo bilobae succus.
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Ginkgo bilobae tinctura
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Rycina 17. Liniowa zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawarto$ci polifenoli w probie

Ginkgo bilobae tinctura.
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Rycina 18. Liniowa zalezno$¢ aktywnosci antyoksydacyjnej od zawartosci polifenoli w probie

Hamamelis succus.
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Rycina 19. Liniowa zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawarto$ci polifenoli w probie

Hamamelis tinctura.
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Rycina 20. Poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] w 0,02 ml badanych sokow i
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Rycina 21. Poréwnanie aktywnos$ci przeciwutleniajacej Ax [%] w 0,1 ml badanych sokow i
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Rycina 22. Poréwnanie aktywno$ci przeciwutleniajgcej Ax [%] w 0,2 ml badanych sokow i

nalewek: FS3, FT3, MS3, MT3, AS3, AT3, GS3, GT3, HS3, HT3 (p. Tabela 14-33).
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Rycina 23. Poréwnanie aktywno$ci przeciwutleniajgcej Ax [%] w 0,6 ml badanych sokow i
nalewek: FS4, FT4, MS4, MT4, AS4, AT4, GS4, GT4, HS4, HT4 (p. Tabela 14-33).
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Rycina 24. Poréwnanie aktywno$ci przeciwutleniajacej Ax [%] w 1,6 ml badanych sokow i

nalewek: FS5, FT5, MS5, MT5, AS5, AT5, GS5, GT5, HS5, HT5 (p. Tabela 14-33).
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Rycina 25. Poréwnanie aktywnos$ci przeciwutleniajgcej Ax [%] w 2,0 ml badanych sokow i

nalewek: FS6, FT6, MS6, MT6, AS6, AT6, GS6, GT6, HS6, HT6 (p. Tabela 14-33).
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Rycina 26. Poréwnanie aktywnos$ci przeciwutleniajacej Ax [%] w 4,0 ml badanych sokow i
nalewek: FS7, FT7, MS7, MT7, AS7, AT7, GS7, GT7, HS7, HT7 (p. Tabela 14-33).
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Rycina 27. Maksymalna aktywno$¢ Ak [%] zmiatania wolnych rodnikéw dla badanych sokow
i nalewek (p. Tabela 14-33).
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3.1.3. Zawarto$¢ surowca [mg| w objetosci pobieranych sokéow/nalewek [ml] do analizy z
rodnikiem DPPH
Tabela 24. Zawarto$¢ surowca [mg] w objetosciach Farfarae succus [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 14)

Farfarae succus

Zawarto$¢ surowca
Pobierana objeto$é soku Gesto$é soku
Préba (w objetosci soku)
[mi] [g/ml]
[mg]

FSP-5/0,1 FS1* 18,57 0,02
FSP-5/0,5 FS2* 92,85 0,10
FSP-5/1,0 FS3* 185,70 0,20
FSP-5/3,0 FS4* 557,10 0,60

FSP-5/8,0 FS5* 1485,60 1,60 0,9285
FSP-5/10,0 FS6* 1857,00 2,00
FSP-10/10,0 FS7* 3714,00 4,00
FSP-15/10,0 FS8* 5571,00 6,00
FSP-20/10,0 FS9* 7428,00 8,00

*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
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Rycina 28. Zalezno$¢ aktywnos$ci przeciwutleniajacej Ax [%] Farfarae succus od zawartosci

surowca [mg].
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Tabela 25. Zawarto$¢ surowca [mg] w objetosciach Farfarae tinctura [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 15)

Farfarae tinctura

Zawarto$¢ surowca Gestosé

Pobierana objetos$¢ nalewki ]

Proba (w objetosci nalewki) mi] nalewki

m

[mg] [g/ml]
FTP-5/0,1 FT1* 18,3 0,02
FTP-5/0,5 FT2* 91,4 0,10
FTP-5/1,0 FT3* 182,7 0,20
FTP-5/3,0 FT4* 548,2 0,60

FTP-5/8,0 FT5* 1461,9 1,60 0,9137
FTP-5/10,0 FT6* 1827,4 2,00
FTP-10/10,0 FT7* 3654,8 4,00
FTP-15/10,0 FT8* 5482,2 6,00
FTP-20/10,0 FT9* 7309,6 8,00

*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer

100

90 —— =

80 +

A, 60

[%°] 50 -

40 -

30 -

20 -

10 -

1' T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

[mg]

Rycina 29. Zaleznos¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Farfarae tinctura od zawartosci

surowca [mg].

94




Tabela 26. Zawarto$¢ surowca [mg] w objetosciach Melissae succus [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 16)

Melissae succus

Zawarto$¢ surowca
Pobierana objetos$¢ soku | Gestos¢ soku
Préba (w objetosci soku)
[ml] [o/ml]
[mg]
MSP-5/0,1 MS1* 18,4 0,02
MSP-5/0,5 MS2* 92,0 0,10
MSP-5/1,0 MS3* 184,0 0,20
MSP-5/3,0 MS4* 552,0 0,60 0,920
MSP-5/8,0 MS5* 1472,0 1,60
MSP-5/10,0 MS6* 1840,0 2,00
MSP-10/10,0 MS7* 3680,0 4,00
*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
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Rycina 30. Zaleznos$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Melissae succus od zawarto$ci

surowca [mg].
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Tabela 27. Zawarto$¢ surowca [mg] w objetosciach Melissae tictura [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 17)

Melissae tinctura

Zawarto$¢ surowca Gestosé
Pobierana objeto$¢ nalewki ]
Préba (w objetosci nalewki) nalewki
[mg) i [g/mi]
MTP-5/0,1 MT1* 18,1 0,02
MTP-5/0,5 MT2* 90,3 0,10
MTP-5/1,0 MT3* 180,6 0,20
MTP-5/3,0 MT4* 541,8 0,60 0.903
MTP-5/8,0 MT5* 14448 1,60
MTP-5/10,0 MT6* 1806,0 2,00
MTP-10/10,0 MT7* 3612,0 4,00

*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
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Rycina 31. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Melissae tinctura od zawarto$ci

surowca [mg].
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Tabela 28. Zawarto$¢ surowca [mg] w objetosciach Avenae succus [ml] pobranych do analizy
z rodnikiem DPPH (p. Tabela 18)

Avenae succus

Zawarto$¢ surowca
Pobierana objeto$¢ soku Gestos¢ soku
Préba (w objetosci soku)
[ml] [o/ml]
[mg]
ASP-5/0,1 AS1* 18,4 0,02
ASP-5/0,5 AS2* 92,1 0,10
ASP-5/1,0 AS3* 184,2 0,20
ASP-5/3,0 AS4* 552,6 0,60
ASP-5/8,0 ASH* 1473,6 1,60 0,921
ASP-5/10,0 AS6* 1842,0 2,00
ASP-10/10,0 AST* 3684,0 4,00
ASP-15/10,0 AS8* 5526,0 6,00
ASP-20/10,0 AS9* 7368,0 8,00
*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
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Rycina 32. Zaleznos¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Avenae succus od zawartosci

surowca [mg].
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Tabela 29. Zawarto$¢ surowca [mg] w objetosciach Avenae tinctura [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 19)

Avenae tinctura

Zawarto$¢ surowca Gestosé
Pobierana objetos$¢ nalewki )
Proba (w objetosci nalewki) [mi] nalewki
m
[mg] [g/ml]
ATP-5/0,1 AT1* 18,0 0,02
ATP-5/0,5 AT2* 89,9 0,10
ATP-5/1,0 AT3* 179,8 0,20
ATP-5/3,0 AT4* 539,4 0,60
ATP-5/8,0 ATS* 1438,4 1,60
ATP-5/10,0 AT6E* 1798,0 2,00 0,899
ATP-10/10,0 ATT7* 3596,0 4,00
ATP-15/10,0 AT8* 5394,0 6,00
ATP-20/10,0 AT9* 7192,0 8,00
ATP-25/10,0 | AT10* 8990,0 10,00
ATP-30/10,0 | ATI11* 10788,0 12,00

*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer

0 2000 4000 6000 8000 10000
[mg]

Rycina 33. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Avenae tinctura od zawarto$ci

surowca [mg].
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Tabela 30. Zawartos¢ surowca [mg] w objetosciach Ginkgo bilobae succus [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 20)

Ginkgo bilobae succus

Proba Zawarto$¢ surowca w soku | Pobierana objetos¢ soku | Gestos¢ soku
[mg] [ml] [g/ml]
GSP-5/0,1 GS1* 18,5 0,02
GSP-5/0,5 GS2* 92,7 0,10
GSP-5/1,0 GS3* 185,4 0,20
GSP-5/3,0 GS4* 556,2 0,60
GSP-5/8,0 GS5* 1483,2 1,60 0,927
GSP-5/10,0 GS6* 1854,0 2,00
GSP-10/10,0 GS7* 3708,0 4,00
GSP-15/10,0 GS8* 5562,0 6,00
GSP-20/10,0 GS9* 7416,0 8,00
*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
100
90 P — e W
0 |/ T~
20 [ O~
A, 60 41 \o
[Y6]50
40 I
30
20
10
0d
0 1000 2000 [mg]3000 4000 5000 6000 7000 8000

Rycina 34. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Ginkgo bilobae succus od

zawarto$ci surowca [mg].
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Tabela 31. Zawarto$¢ surowca [mg] w objgtosciach Ginkgo bilobae tinctura [ml] pobranych
do analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 21)

Ginkgo bilobae tinctura

Zawarto$¢ surowca w Gestosé
Pobierana objetos¢ nalewki .
Proba nalewce nalewki
[mg) i [g/mi]
GTP-5/0,1 GT1* 18,2 0,02
GTP-5/0,5 GT2* 91,2 0,10
GTP-5/1,0 GT3* 182,4 0,20
GTP-5/3,0 GT4* 547,2 0,60
GTP-5/8,0 GT5* 1459,2 1,60 0,912
GTP-5/10,0 GT6* 1824,0 2,00
GTP-10/10,0 GT7* 3648,0 4,00
GTP-15/10,0 GT8* 5472,0 6,00
GTP-20/10,0 GT9* 7296,0 8,00

*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
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Rycina 35. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Ginkgo bilobae tinctura od

zawartos$ci surowca [mg].
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Tabela 32. Zawartos¢ surowca [mg] w objetosciach Hamamelidis succus [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 22)

Hamamelidis succus

Zawarto$¢ surowca w

Pobierana objeto$¢ soku

Gestos¢ soku

Proba soku
[mi] [g/ml]
[mg]
HSP-5/0,1 HS1* 17,5 0,02
HSP-5/0,5 HS2* 87,5 0,10
HSP-5/1,0 HS3* 175,0 0,20
HSP-5/3,0 HS4* 525,0 0,60
HSP-5/8,0 HS5* 1400,0 1,60 0,875
HSP-5/10,0 HS6* 1750,0 2,00
HSP-10/10,0 HS7* 3500,0 4,00
HSP-15/10,0 HS8* 5250,0 6,00
HSP-20/10,0 HS9* 7000,0 8,00
*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
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Rycina 36. Zalezno$¢ aktywno$ci przeciwutleniajacej Ax [%] Hamamelidis succus od

zawarto$ci surowca [mg].
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Tabela 33. Zawartos¢ surowca [mg] w obje¢tosciach Hamamelidis tinctura [ml] pobranych do
analizy z rodnikiem DPPH (p. Tabela 23)

Hamamelidis tinctura

Zawarto$¢ surowca w Gestosé
Proba nalewce PObierana_Obj?méé nalewki
nalewki [ml]
[mg] [g/ml]
HTP-5/0,1 HT1* 16,9 0,02
HTP-5/0,5 HT2* 84,3 0,10
HTP-5/1,0 HT3* 168,6 0,20
HTP-5/3,0 HT4* 505,8 0,60
HTP-5/8,0 HTS5* 1348,8 1,60 0,843
HTP-5/10,0 HT6* 1686,0 2,00
HTP-10/10,0 HT7* 3372,0 4,00
HTP-15/10,0 HT8* 5058,0 6,00
HTP-20/10,0 HT9* 6744,0 8,00
*Symbole stosowane w trakcie analizy na aparacie Spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
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Rycina 37. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej Ax [%] Hamamelidis tinctura od

zawarto$ci surowca [mg].

102




5210

Rycina 38. Widmo wyciaggu Farfarae
succus z odczynnikiem DPPH w zakresie
500 — 600 nm (Amax=542,10).

0516
5913

Rycina 40. Widmo wyciaggu Melissae
succus z odczynnikiem DPPH w zakresie
500 — 600 nm (Amax=539,13).

Rycina 39. Widmo wyciggu Farfarae
tinctura z odczynnikiem DPPH w zakresie
500-600 nm (Amax=541,45).

0720 _
5419

Rycina 41. Widmo wyciaggu Melissae
tinctura z odczynnikiem DPPH w zakresie
500 — 600 nm (Amax=541,96).
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Rycina 42. Widmo wyciggu Avenae succus
z odczynnikiem DPPH w zakresie 500 —
600 nm (Amax=542,23).
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Rycina 44. Widmo wyciggu Ginkgo
bilobae succus z odczynnikiem DPPH w
zakresie 500 — 600 nm (Amax=542,67).
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Rycina 43. Widmo wyciggu Avenae
tinctura z odczynnikiem DPPH w zakresie
500 — 600 nm (Amax=542,15).
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Rycina 45. Widmo wyciaggu Ginkgo
bilobae tinctura z odczynnikiem DPPH w

zakresie 500 — 600 nm (Amax=542,52).
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Rycina 46. Widmo wyciaggu Hamamelidis Rycina 47. Widmo wyciagu Hamamelidis
succus z odczynnikiem DPPH w zakresie tinctura z odczynnikiem DPPH w zakresie
500 — 600 nm (Amax=541,78). 500 — 600 Nm (Amax=542,40).

4. Oznaczenie aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej badanych wyciagow
4.1. Material do badan

Material do badan stanowity wyciagi ze $wiezych 1 wysuszonych, wybranych
surowcow roslinnych (p. pkt. 1.1.1., 1.1.2.)
Wszystkie analizowane wyciggi w dobranej ilosci odparowano do sucha na wyparce
prézniowej (Tabela 34).
Tabela 34. Objetosci wyciggdw roslinnych (soki/nalewki) i ich suche pozostatosci uzyte do

badan mikrobiologicznych

Préba Objetos¢ wyciagu | Sucha pozostalo§é*
[ml] [9]
FS 20,0 0,8591
FT 30,0 1,1052
MS 25,0 0,8884
MT 50,0 0,9400
AS 25,0 0,7405
AT 75,0 0,9632
GS 19,0 1,6447
GT 15,0 0,7123
HS 50,0 0,8687
HT 130,0 0,7025
*sucha pozostatoéé po odparowaniu podanej objetosci wyciagu
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4.2. Przeprowadzenie badan mikrobiologicznych

Badania przeprowadzono z uzyciem wrazliwego na antybiotyki migedzynarodowego
szczepu standardowego Staphylococcus aureus. Wyciagi rozpuszczono w sulfotlencku
dwumetylu (DMSO) w stgzeniu 100 mg/ml 1 przygotowywano z nich rozcienczenia w
ptynnym podtozu Antibiotic Broth w stezeniach od 0,1 do 10,0 mg/ml.
Do przygotowanych rozcienczen wyciggow o objetosci 1 ml dodawano po 0,1 ml 18-
godzinnej hodowli szczepu standardowego, zawierajacej 10° komérek w 1 ml. Nastepnie po
18 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C, okre$lano najmniejsze stezenie hamujace (MIC-
Minimal Inhibitory Concentration) badanych wyciagow i najmniejsze stezenie
bakteriobojcze (MBC- Minimal Bactericidal Concentration) wobec badanego szczepu
standardowego. W celu poréwnawczym uzyto antybiotykow referencyjnych — tetracykliny i
chloramfenikolu (firmy Merck). Uzyskane wyniki badan zostaly przedstawione w tabeli
(Tabela 35).

Badania przeprowadzono w Instytucie Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu.

Tabela 35. Dziatanie przeciwbakteryjne (MIC, MBC) badanych wyciagoéw (soki/nalewki)

Wiciag MIC MBC
[mg/mi] [mg/mi]

FS 5,0 7,5

FT 5,0 10,0

MS 2,5 2,5

MT 2,5 2,5

AS 7,5 10,0

AT 7,5 7,5

GS 2,5 5,0

GT 0,25 0,25

HS 1,0 2,5

HT 1,0 2,5
Antybiotyk MIC MBC
[mg/ml] [mg/ml]
Tetracyklina 0,0001 0,0001
Chloramfenikol 0,005 0,005
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5. Oznaczanie ilosciowe wybranych grup zwigzkow w badanych surowcach roslinnych
swiezych i wysuszonych

5.1. Przygotowanie wyciagow ze Swiezych i wysuszonych surowcow roslinnych

Wyciagi metanolowe (M) i metanolowo - wodne (MW) z liscia podbiatu - Farfarae
folium, ziela melisy - Melissae herba, ziela owsa - Avenae herba, licia mitorzebu - Ginkgo
bilobae folium i kory oczaru - Hamamelidis cortex, przygotowano w Katedrze i Zaktadzie
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (pkt.
5.1.1.) z materialu roslinnego, pochodzacego z plantacji Zaktadu Zielarskiego Phytopharm
Kleka SA (p. pkt. 1.).

5.1.1. Otrzymywanie wyciagow metanolowych (M)

Po 30,0 g kazdego z surowcoOw ro$linnych, swiezych i wysuszonych (p. pkt. 5.1.)
zalano oddzielnie 400 ml metanolu, nast¢pnie ekstrahowano dwukrotnie tg samg iloscig
rozpuszczalnika w temperaturze pokojowej na tazni ultradzwigkowej przez 1 godzing.
Uzyskane odpowiednie metanolowe wyciagi polaczono i zaggszczono pod zmniejszonym
ci$nieniem w temperaturze nie przekraczajacej 60°C. Suche pozostatoéci po zageszczeniu,
rozpuszczano w wodzie na tazni ultradzwiekowej w temperaturze 60°C przez okoto 30 minut,
nastepnie przesaczono przez bibute do kolbek miarowych 1 uzupeiniono woda do objgtosci 50
ml. Otrzymano klarowne roztwory, ktére oznaczono odpowiednio - M§ i Mw (p. Tabela 36), a

nastepnie przechowywano w lodéwce.

Tabela 36. Wyciagi metanolowe ze swiezych 1 z wysuszonych surowcow roslinnych (p. pkt.

5.1.1.) oraz skréty uzyte w pracy

Wyciagi metanolowe z surowcow
Nazwa surowca
swiezych wysuszonych
Farfarae folium FMs FMw
Melissae herba MM MMw
Avenae herba AMS AMw
Ginkgo bilobae folium GMs GMw
Hamamelidis cortex HMS$ HMw
Objasnienie : MS - wyciag metanolowy ze §wiezego surowca
Mw - wyciag metanolowy z wysuszonego surowca
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5.1.2. Otrzymywanie wyciagéw metanolowo - wodnych (MW)

Surowce §wieze 1 wysuszone (p. pkt. 5.1.1.) wykorzystane do otrzymania wyciaggow

metanolowych (M$ 1 Mw) ekstrahowano jeszcze dwukrotnie 200 ml mieszaning metanol -

woda (1:1) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej na tazni ultradzwigkowej. Uzyskane

odpowiednie wyciagi potaczono i zageszczono pod zmniejszonym cisnieniem w 60°C. Suche

pozostatosci po zageszczeniu, rozpuszczano w wodzie na tazni ultradzwickowej w 60°C przez

okoto 30 minut, nastgpnie przesgczono przez bibule¢ do kolbek miarowych o poj. 50 ml i

uzupelniono mieszaning metanol - woda (1:1). Otrzymano klarowne wyciagi, ktore

oznaczono odpowiednio: metanolowo - wodne - MWs$ i MWw (p. Tabela 37), a nastepnie

przechowywano w lodowce.

Tabela 37. Wyciagi metanolowo - wodne ze $wiezych 1 z wysuszonych surowcoéw roslinnych

(p. pkt. 5.1.2.) oraz skroty uzyte w pracy

Wyciagi metanolowo-wodne

Nazwa surowca Z surowcow
$wiezych wysuszonych
Farfarae folium FMWS$ FMWw
Melissae herba MMW$§ MMWw
Avenae herba AMWS AMWw
Ginkgo bilobae folium GMWs GMWw
Hamamelidis cortex HMWs HMWw

Objasnienie: MWS - wycigg metanolowo-wodny z surowca Swiezego

MWw - wyciag metanolowo-wodny z surowca wysuszonego
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5.2. Oznaczenie straty masy po suszeniu
5.2.1. Aparatura
- wagosuszarka RADWAG WPE 30S
5.2.2. Wykonanie oznaczenia

Podczas oznaczenia straty masy po suszeniu okreslono masg¢ probki przed analizg oraz
po jej zakonczeniu. W tym celu odwazono doktadnie okoto 1 g rozdrobnionego surowca
roslinnego ($wiezego 1 wysuszonego) 1 umieszczono rownomierng warstwe na calej
powierzchni szalki aluminiowej w komorze wagowej. Sredni czas suszenia w temperaturze
105°C wynosit okoto 30 minut (do uzyskania stalej masy).

Uzyskane wyniki znajduja si¢ w tabelach (Tabela 38-39, Rycina 48-49).

5.2.3. Stratya masy po suszeniu

Strate masy w badanych probkach obliczono wg wzoru:

X,
—- 100 % = A%
1

100% -A% =B %
gdzie:

X1 - masa probki przed wysuszeniem [g]
Xz - masa probki po wysuszeniu [g]
A% - zawarto$¢ suchej masy [%]

B% - strata masy po suszeniu [%]

Tabela 38. Oznaczenie straty masy po suszeniu w §wiezych surowcach ros§linnych

X3 X,
Surowce A% B%
[0] [a]

Farfarae folium 0,972 0,134 13,79 86,21
Melissae herba 1,010 0,321 31,78 68,22
Avenae herba 0,980 0,246 25,10 74,90

Ginkgo bilobae folium 0,974 0,359 36,86 63,14
Hamamelidis cortex 0,977 0,520 53,22 46,78

Objasnienie

X; - masa badanej probki przed suszeniem
X, -masa probki po wysuszeniu

A% - zawarto$¢ suchej masy[%]

B% - strata masy po suszeniu [%]
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Rycina 48. Zawarto$¢ suchej masy w §wiezych surowcach roslinnych [A%].

Tabela 39. Oznaczenie straty masy po suszeniu w wysuszonych surowcach roslinnych

Surowce X e A% B%
a] o]

Farfarae folium 0,965 0,888 92,02 7,98
Melissae herba 0,961 0,864 89,91 10,09
Avenae herba 0,953 0,869 91,18 8,82

Ginkgo bilobae folium 0,957 0,879 91,85 8,15
Hamamelidis cortex 0,954 0,885 92,77 7,23
Objasnienie

X; - masa badanej probki przed suszeniem
X, - masa probki po wysuszeniu
A% - zawarto$¢ suchej masy [%]

B% - strata masy po suszeniu [%)]
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Rycina 49. Zawarto$¢ suchej masy w wysuszonych surowcach roslinnych [A%].

5.3. Oznaczenie zawartosci sumy polifenoli z odczynnikiem Folin-Ciocalteu

5.3.1. Odczynniki i aparatura

p. pkt. 2.1.1.

5.3.2. Krzywa kalibracyjna dla roztworu kwasu chlorogenowego
p. pkt. 2.1.2.

5.3.3. Oznaczenie zawarto$ci sumy polifenoli w badanych préobach

a) Przygotowanie prob do oznaczen

Z wyciagow metanolowych Ms$ 1 Mw (p. Tabela 36) oraz metanolowo-wodnych MWS§
i1 MWw (p. Tabela 37) pobierano odpowiednie objetosci roztwordéw i przenoszono do kolb
miarowych o pojemnosci 25ml, a nastepnie uzupetniono woda do kreski.
Otrzymano roztwory podstawowe odpowiednio:
- FMs$/wP, MMs$/wP, AM$/wP, GM$/wP, HMs/wP;
- FMWs$/wP, MMWs/wP, AMWS$/wWP, GMW$/wP, HMWS$/wP.
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b) Wykonanie oznaczenia

Kazdorazowo do 5 kolbek miarowych, pojemnosci 10 ml, owinigtych folig
aluminiowg (odczynnik Folin-Ciocalteu jest wrazliwy na $wiatto) zawierajacych 4 ml wody
dodano po 0,2 ml roztworu podstawowego np. FMS$P (p. pkt. 5.3.2.a) dodano 0,50 ml
odczynnika FC (p. pkt. 5.3.1.). Doktadnie po 1 minucie dodano po 2,0 ml 20% roztworu
weglanu sodu (p. pkt. 5.3.1.), zachowujac odstep czasowy 2 minuty miedzy probami.
Nastepnie kolbki uzupetniono do kreski wodg 1 doktadnie wymieszano. Po uptywie 30 minut
od dodania roztworu weglanu sodu, mierzono absorbancj¢ w zakresie dtugosci fali A max=
720-765 nm, wobec proby odniesienia, ktorg stanowita mieszanina roztworu weglanu sodu,
odczynnika FC w wyzej podanych ilosciach, bez wyciagu, uzupetniona do kreski woda w
kolbce o pojemnosci 10 ml [Doka i1 Bicanic 2002].

Na podstawie wykreslonego widma wybrano dlugos¢ fali przy ktorej proby badanych
roztworow wykazywaly maksimum absorpcji (Rycina 51-70). Uzyskane wyniki
przedstawiono w tabelach (Tabela 40-47, Rycina 50).

¢) Obliczenie zawartos$ci sumy polifenoli w badanych prébach
o Zawarto$¢ sumy polifenoli [%] w badanych probach w przeliczeniu na surowiec

obliczono wg wzoru:

A
cC= ' Z
a-x

gdzie:

C - zawarto$¢ sumy polifenoli w badanej probie w przeliczeniu na surowiec [%]

A - absorbancja probki badanego wyciggu M i MW (warto$¢ $rednia A)

a - wspotczynnik kierunkowy prostej a = 0,0055 w przeliczeniu na kwas chlorogenowy

X - zawarto$¢ wyciggu przeliczona na surowiec [mg] (Tabela 40-41)

Z — wspotczynnik obliczeniowy 0,1 (100 %/1000)

. Obliczenia standardowe odchylenia pojedynczego wyniku (SD) i1 wspotczynnika

zmiennosci (W)

|z(xi —%)?

5D =
‘\ll (n—1)

5D
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gdzie:
n -1 - liczba stopnia swobody

X - $rednia z wynikdw pomiaru

Xi - pojedynczy wynik

Tabela 40. Zawartos¢ surowca [mg] w objgtosci wyciggdw M$ i MWS$ z uwzglednieniem

straty masy po suszeniu (Tabela 38)

Zawarto$¢ surowca w
Objetos¢ wyciagu podanej objetosci Roztwory
Wyciag z surowca [mi] wyciagu podstawowe
[mg] [25 ml]
MsS MWs§ Ms MWs§

Farfarae folium F 1,0 8,0 0,6 53 FMS$/MWSP
Melissae herba M 1,0 2,0 1,6 3,1 MMS$/MWSP
Avenae herba A 4,0 30,0 49 36,1 AMS/MWSP

Ginkgo bilobae folium | G 1,0 2,0 1,8 3,6 GMs$/MWsP
Hamamelidis cortex H 0,5 3,0 1,3 7,7 HMS$/MWsP

Tabela 41. Zawarto$¢ surowca [mg] w objetosci wyciggow Mw i MWw z uwzglednieniem

straty masy po suszeniu (Tabela 39)

L . Zawarto$é surowca w
Objetos¢ wyciagu ) Roztwory
[ml] wyciagu d
Wyciag z surowca odstawowe
yciag [mg] p
[25 ml]
Mw MWw Mw MWw

Farfarae folium F 0,5 0,4 2,2 1,8 FMw/MWwP
Melissae herba M 0,5 0,2 2,1 0,9 MMw/MWwP
Avenae herba A 3,0 4.0 13,1 17,5 AMw/MWwP
Ginkgo bilobae folium | G 2,0 1,0 8,8 4,4 GMw/MWwP
Hamamelidis cortex H 0,7 0,9 3,4 4,0 HMw/MWwP

113



Tabela 42. Absorbancja badanych wyciagdéw z surowcow §wiezych M§ 1 MW$§

Absorbacja
Wyciag [A]
1 2 3 4 5
FMS$ 0,2286 0,2319 0,2374 0,2279 0,2373
FMWS$ 0,3422 0,3360 0,3348 0,3418 0,3267
MMs§ 0,8191 0,8236 0,8155 0,7961 0,8095
MMW§ 0,6570 0,6788 0,6716 0,6742 0,6940
AMS 0,2009 0,1960 0,1985 0,1977 0,1867
AMWS 0,1914 0,1912 0,1916 0,1898 0,1938
GMs§ 0,2602 0,2652 0,2628 0,2628 0,2474
GMWs$ 0,2590 0,2474 0,2488 0,2514 0,2638
HMS$ 0,3092 0,3148 0,3341 0,3460 0,3364
HMWS 0,5630 0,5647 0,5652 0,5660 0,5603
Tabela 43. Absorbancja badanych wyciggdéw z surowcoéw wysuszonych Mw 1 MWw
Absorbacja
Wyciag [A]
1 2 3 4 5

FMw 0,3389 0,3548 0,3449 0,3361 0,3327
FMWw 0,4253 0,4488 0,4345 0,4509 0,4485
MMw 0,2110 0,2183 0,2030 0,2107 0,2061
MMWw 0,5048 0,4928 0,4946 0,5037 0,4932
AMw 0,1849 0,1692 0,1828 0,1745 0,1950
AMWw 0,3696 0,3659 0,3673 0,3921 0,3922
GMw 0,6177 0,6301 0,6480 0,6494 0,6375
GMWw 0,6014 0,6087 0,6248 0,6123 0,6430
HMw 0,6179 0,6247 0,6261 0,6203 0,6180
HMWw 0,4534 0,4670 0,4608 0,4616 0,4621
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Tabela 44. Oznaczenie zawartos$ci polifenoli w wyciggach z surowcoéw Swiezych M§ i MWS i

analiza statystyczna uzyskanych wynikoéw

Analiza statystyczna

Pobrana $ volifenoli ¥, polifenoli
Wyciag 3bejcﬁtz;)gss p?c;o(]eno | SD [\(%Z] SDg iy
[mi]* £28D | e 0=0,05, f=4, 1=2,776)
FMs 1,0 7,00 0,14 1,97 0,06 | 7,00+0,28 7,00+0,17
FMWs 8,0 1,15 0,02 1,88 0,01 | 1,15+0,04 1,15+0,03
MMS 1,0 9,18 0,12 1,31 0,05 | 9,18+0,24 9,18 0,15
MMW5§ 2,0 3,93 0,08 1,98 0,03 | 3,93+0,16 3,93 +£0,10
AMS 4,0 0,72 0,02 2,79 0,01 | 0,72+0,04 0,72 + 0,03
AMWS 30,0 0,10 0,00 0,75 0,00 | 0,10+0,00 0,10 + 0,00
GMS 1,0 2,60 0,07 2,73 0,03 | 2,60+0,14 2,60 £ 0,09
GMWsS 2,0 1,27 0,04 2,77 0,02 | 1,27+0,07 1,27 £ 0,04
HMS 0,5 4,55 0,21 4,72 0,10 | 4,55+0,43 4,55+0,27
HMWS 3,0 1,32 0,01 0,40 0,00 | 1,32+0,01 1,32+ 0,01

*do uzyskania roztworéow podstawowych [25 ml]

Tabela 45. Oznaczenie zawarto$ci polifenoli w wyciggach z surowcow wysuszonych Mw i

MWw i analiza statystyczna uzyskanych wynikoéw

Pobrana Analiza statystyczna
objetosé | % polifenoli 3, polifenoli
Wyciag . W +n
wyciagu [%%0] SD [%Z] SD¢, + 2SD
[mI]* (dla 0=0,05, f=4, t=2,776)
FMw 0,5 2,80 0,07 2,54 0,03 | 2,80+0,14 2,80 + 0,09
FMWw 0,4 4,53 0,11 2,54 0,05 | 4,53+0,23 4,53+0,14
MMw 0,5 1,80 0,05 2,76 0,02 | 1,80+0,10 1,80 + 0,06
MMWw 0,2 10,45 0,12 1,19 0,06 |10,45+0,25 10,45 +0,15
AMw 3,0 0,25 0,01 5,49 0,01 | 0,25+0,03 0,25+ 0,02
AMWw 4,0 0,39 0,01 3,58 0,01 | 0,39+0,03 0,39+ 0,02
GMw 2,0 1,30 0,03 2,07 0,01 | 1,30+ 0,05 1,30 + 0,03
GMWw 1,0 2,53 0,07 2,64 0,03 | 2,53+0,13 2,53 +£0,08
HMw 0,7 3,30 0,02 0,61 0,01 | 3,30+0,04 3,30+ 0,03
HMWw 0,9 2,08 0,02 1,06 0,01 | 2,08+0,04 2,08 £ 0,03

* do uzyskania roztworéw podstawowych [25 ml]
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Tabela 46. Zawarto$¢ sumy polifenoli w wyciggach metanolowych (M$, Mw) i metanolowo-

wodnych (MWs, MWw) otrzymanych ze $wiezych (§8) i wysuszonych (w)

surowcow roslinnych w przeliczeniu na kwas chlorogenowy

Surowce z ktorych otrzymano

wyciagi metanolowe M$, Mw i

¥, polifenoli [%0]

MsS + MWS Mw + MWw
metanolowo-wodne MWS§, MWw > >
Farfarae folium F 8,15 7,33
Melissae herba M 13,11 12,25
Avenae herba A 0,82 0,64
Ginkgo bilobae folium G 3,87 3,83
Hamamelidis cortex H 5,87 5,38
14,0 -
12,0 -
10,0 -
= 8,0 1
= BMS+ MWS
6,0 1 B Mw+ MWw
4,0 -
2,0 -
0,0 T T T 1
Farfarae Melissae Ginkgo Hamamelidis
JSolitum lerba bilobae cortex
Solium

Rycina 50. Zawarto$¢ sumy polifenoli w przeliczeniu na kwas chlorogenowy w wyciaggach

metanolowych (MS$) i metanolowo-wodnych (MWS) ze §wiezych surowcéw roslinnych oraz

metanolowych (Mw) i metanolowo-wodnych (MWw) z wysuszonych surowcow roslinnych
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Rycina 51. Widmo wyciggu FMS$ z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 753,84).
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Rycina 52. Widmo wyciagu FMw z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
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Rycina 53. Widmo wyciaggu FMWS§ z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
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Rycina 54. Widmo wyciagu FMWw z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 745,51).
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Rycina 55. Widmo wyciaggu MMS§ z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 = 900 nm ()\amaX: 733,00)
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Rycina 56. Widmo wyciaggu MMw z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 753,60).
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Rycina 57. Widmo wyciaggu MMWS z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (}LmaX: 738,55)
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Rycina 58. Widmo wyciggu MMWw z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 743,28).
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Rycina 59. Widmo wyciggu AMWS z

odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie

400 - 900 nm (Ama= 750,15).
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Rycina 60. Widmo wyciaggu AMWw z

odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie

400 - 900 nm (Amax= 743,77).

5300

Rycina 61. Widmo wyciggu AMS$ z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 753,00).
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Rycina 62. Widmo wyciagu AMw zZ
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 749,00).
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Rycina 63. Widmo wyciaggu GMS§ z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
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Rycina 64. Widmo wyciaggu GMw z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 747,73).
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Rycina 65. Widmo wyciaggu GMWS z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (}LmaX: 751,03)
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Rycina 66. Widmo wyciggu GMWw z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 745,73).

120



=]

Rycina 67. Widmo wyciaggu HMS z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 729,57).
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Rycina 68. Widmo wyciaggu HMw z
odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie 400

= 900 nm (}\.maX: 747,73)
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Rycina 69. Widmo wyciggu HMWS z

odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 747,90).
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Rycina 70. Widmo wyciggu HMWw z

odczynnikiem Folin-Ciocalteu w zakresie
400 - 900 nm (Amax= 755,12)
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5.4. Oznaczenie zawartosci flawonoidow metoda wg Christa-Miillera

5.4.1. Odczynniki i aparatura
p. pkt. 2.2.1.

5.4.2. Oznaczenie zawartosci flawonoidow

a) Material do badan
Wyciagi metanolowe i metanolowo - wodne ze $wiezych 1 wysuszonych surowcow

ro$linnych otrzymane w pkt. 5.1.1. 15.1.2.

b) Przygotowanie roztworu podstawowego

Do kolb okragtodennych pojemnosci 250 ml, odwazono odpowiednie ilosci
rozdrobnionych §wiezych 1 wysuszonych surowcow i dodano po 20 ml acetonu, 2,0 ml
kwasu solnego (281 g/l) oraz 1,0 ml roztworu wodnego metenaminy. Mieszaning
utrzymywano 30 minut we wrzeniu na tazni wodnej pod chltodnicag zwrotna. Otrzymany
hydrolizat przesaczono przez wat¢ do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml, po czym osad
wraz z watg umieszczono w tej samej kolbie okragtodennej, dodano 20 ml acetonu i
ponownie utrzymywano 10 minut w temperaturze wrzenia. Otrzymany hydrolizat
przesaczono przez wate do tej samej kolby miarowej. Wytrawianie powtdrzono jeszcze raz, a
uzyskany zhydrolizowany wyciag przesaczono rowniez do tej samej kolby miarowej i
uzupetniono acetonem do 100 ml.

Odmierzono 20,0 ml zhydrolizowanego wyciggu do rozdzielacza, dodano 20 ml wody
1 wytrzgsano octanem etylu, porcjami 1 raz po 15 ml 1 3 razy po 10 ml. Potaczone fazy
organiczne przemyto 2 X 40 ml wody (warstwe wodng odrzucono), a nastepnie przesgczono
przez wate do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml i uzupetniono octanem etylu.

W ten sam sposéb otrzymano roztwory podstawowe dla kazdego z surowcow
swiezych 1 wysuszonych poddanych analizie. Z poszczegdlnych surowcow przygotowano po

trzy oddzielne wyciagi.

c) Przygotowanie roztworow do badan

Rownolegle oznaczono po trzy proby z kazdego roztworu podstawowego (p. pkt.
5.4.2.b). Do kazdej z 3 kolb miarowych pojemnosci 25 ml, dodano po 10,0 ml roztworu
podstawowego, 2,0 ml roztworu chlorku glinowego 1 uzupeliono mieszaning (1:19) kwasu

octowego z metanolem do 25,0 ml.
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d) Przygotowanie roztworu poré6wnawczego
Dla kazdej proby badanej przygotowano odpowiedni roztwdr poréwnawczy.
Odmierzono 10,0 ml odpowiedniego roztworu podstawowego (p. pkt. 5.4.2.b) do kolbki
miarowe] pojemnosci 25 ml i uzupetniono mieszaning (1:19) kwasu octowego z metanolem.
Po 45 minutach zmierzono absorbancj¢ roztworéw z chlorkiem glinu wobec
odpowiedniej proby porownawczej w kuwetach szklanych 1 cm, przy dtugosci fali A = 425
nm. Uzyskane wyniki znajduja si¢ w tabelach (Tabela 48-51, Rycina 71). Przedstawiona

absorbancja (Tabela 48-49) jest $rednig z dwdoch pomiarow.

¢) Obliczenie zawartoS$ci flawonoidow
Zawartos¢ flawonoidéw [%] w przeliczeniu na kwercetyne, obliczono w badanych

probach wg wzoru, uwzgledniajac absorbowalno$¢ kwercetyny al® = 714 [Farmakopea VI

lem
2002].

gdzie:

X - zawarto$¢ sumy flawonoidéw w przeliczeniu na surowiec [%]
A - absorbancja roztworu badanego

m - odwazka surowca swiezego/wysuszonego [g]

k - przelicznik dla kwercetyny, k = 0,875
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Tabela 47. Absorbancja wyciagow ze §wiezych surowcéw roslinnych

Strata Ilo§¢ surowca w Absorbacja
Odwazka _
masy po | przeliczeniu na suchg [A]

Surowiec $wiezy surowca )

(] suszeniu mase i i i
g 1 2 3
[%6] [9]

Farfarae folium 1,0008 86,21 0,1380 0,180 | 0,175 | 0,176
Melissae herba 2,0001 68,22 0,6356 0,384 | 0,380 | 0,387
Avenae herba 4,0074 74,90 1,0058 0,554 | 0,550 | 0,554

Ginkgo bilobae folium 1,0801 63,14 0,3981 0,260 | 0,258 | 0,261
Hamamelidis cortex 6,0014 46,78 3,1939 0,202 | 0,199 | 0,199
Ay A, As— absorbancje $rednie z dwoch pomiaréw dla poszczegblnych sokéw/nalewek
Tabela 48. Absorbancja wyciagow z wysuszonych surowcow roslinnych
Strata Tlo$¢ surowca w Absorbacja
Odwazka _
] masy po | przeliczeniu na suchg [A]
Surowiec wysuszony | surowca ]
- suszeniu mase i i i
g 1 2 3
[%0] [9]

Farfarae folium 0,3048 7,98 0,2805 0,272 1 0,273 | 0,274
Melissae herba 1,0054 10,09 0,9040 0,314 |1 0,314 | 0,313
Avenae herba 5,0016 8,82 4,5608 0,635 0,628 | 0,623

Ginkgo bilobae folium 0,4008 8,15 0,3682 0,248 |1 0,251 | 0,246
Hamamelidis cortex 4,0077 7,23 5,2949 0,311 | 0,313 | 0,312

Ay A, As;- absorbancje $rednie z dwoch pomiaréw dla poszczegodlnych sokéw/nalewek

Tabela 49. Oznaczenie zawartosci flawonoidow w §wiezych surowcach w przeliczeniu na

kwercetyne i analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Analiza statystyczna

% ¥, flawonoidow
Surowiec éwieiy flawonoidow W e 1)
SD | (0,7 | SD& £2SD (dla a=0,05, =5,
[%] [%%]
t=2,571)

Farfarae folium 1,12 0,02 | 1,49 | 0,01 1,12+ 0,03 1,12 +0,02
Melissae herba 0,53 0,00 | 0,92 | 0,00 0,53+ 0,01 0,53 +£0,01
Avenae herba 0,48 0,00 | 0,42 | 0,00 0,48 £ 0,00 0,48 = 0,00
Ginkgo bilobae folium 0,57 0,00 | 0,59 | 0,00 0,57 £0,01 0,57 + 0,00
Hamamelidis cortex 0,05 0,00 | 0,87 | 0,00 0,05 + 0,00 0,05 + 0,00
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Tabela 50. Oznaczenie zawartosci flawonoidow w wysuszonych surowcach w przeliczeniu na

kwercetyne 1 analiza statystyczna uzyskanych wynikow

5 Analiza statystyczna
Surowiec wysuszony | flawonoidéw %, flawonoidéw
sp | W | sp,
[%] [%] | 7" |  x28D =h
(dla 0=0,05, [=5, t=2,571)

Farfarae folium 0,85 0,00 | 0,37 | 0,00 0,85 +0,01 0,85 + 0,00

Melissae herba 0,27 0,00 | 0,18 | 0,00 0,27 £ 0,00 0,27 +£0,00

Avenae herba 0,11 0,00 | 0,96 | 0,00 0,11 £ 0,00 0,11 +0,00

Ginkgo bilobae folium 0,54 0,01 | 1,01 | 0,00 0,54 +0,01 0,54 £ 0,01

Hamamelidis cortex 0,05 0,00 | 0,32 | 0,00 0,05 £ 0,00 0,05 + 0,00
1,2 -
1 -
0,8 -

§ 0,6 - Hswiezy
u Wysuszony
0.4 -
0,2 -
0 1 T T T 1
Farfarae Melissae Avenae Ginkgo Hamamelidis
Jolittm herba herba bilobae cortex
Jolittm

Rycina 71. Zawarto$¢ flawonoidow w surowcach $wiezych i wysuszonych w przeliczeniu na

kwercetyne (W %).
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IV.DYSKUSIA




Dane epidemiologiczne wskazuja, iz 60% ludnosci na catym $wiecie stosuje leki i preparaty
roslinne, w krajach rozwijajacych si¢ nawet 80% i wigcej, ich zaleta jest to, ze sa one tanie
oraz dobrze tolerowane przez pacjentoéw, moga by¢ stosowane przez dtuzszy czas ze wzgledu
na brak, przy stosowaniu w zalecanych dawkach, dziatan niepozadanych [Babuselvam i inni
2012].

Oproécz preparatow zawierajacych tkanki roslinne wykorzystywane sa tez przetwory, bedace
najczesciej wyciggami ze swiezych, badz wysuszonych surowcow roslinnych.

Wyciagi ze $wiezych surowcow roslinnych byly przygotowywane od najdawniejszych
czasOw, w starozytnosci stosowali je Hipokrates oraz Galen; tworca homeopatii, Samuel
Hahnemann, okreslal wyciaggi ze $wiezych ziot jako esencje; wykorzystujg je rowniez
fitoterapeuci w r6znych krajach calego §wiata.

Wyciagi ze $wiezych surowcoéw roslinnych staja si¢ w ostatnich latach przedmiotem
szczegbOlnego zainteresowania rynku farmaceutycznego. Przygotowuje si¢ je z surowcoOw,
stabilizowanych parami etanolu w celu unieczynnienia enzymow, mogacych spowodowaé
rozktad zwigzkoéw, obecnych w roslinie, stad sktad takich wyciggdéw jest najbardziej zblizony
do sktadu $wiezej rosliny.

Sktad nalewek i wyciagow ptynnych, wytwarzanych z roslin wysuszonych, czgsto odbiega od
sktadu zywej rosliny. Podczas suszenia i przechowywania, zwigzki obecne w surowcu
ro$linnym w tym zwigzki czynne, odpowiedzialne za aktywnos$¢ biologiczng, ulegaja
jakosciowym i ilo§ciowym przemianom chemicznym, gtownie wskutek dziatania enzymow.
Wprawdzie suszenie §wiezych surowcoéw roslinnych jest rowniez forma stabilizacji, lecz nie
chroni w pelni pierwotnego sktadu zwiazkéw czynnych, gdyz catkowite unieczynnienie
enzymoOw, nastepuje dopiero, gdy zawartos¢ wody w surowcu jest nizsza niz 5%.

Na rynku w Polsce dostepne sg nalewki proste z kwiatow arniki, nagietka, lisci szalwii,
mitorzebu, korzeni pigciornika 1 kozika.

Trwalo$¢ wyciagdw ze §wiezych stabilizowanych surowcow roslinnych poprzez dziatanie
najczesciej na $§wiezy surowiec, przegrzanymi parami etanolu, jest tez wigksza niz
odpowiednich nalewek lub plynnych wyciagoéw, otrzymywanych z wysuszonych surowcow,
gdyz nie zachodzg w nich juz zadne zmiany, spowodowane dzialaniem enzymow z wyjatkiem
wytracania  si¢  wieloczastkowych  substancji  balastowych, podczas dluzszego
przechowywania w niestalych warunkach. W Polsce na rynku etanolowo-wodne wyciagi ze
$wiezych surowcOw sg w postaci sokoéw i intraktow (stabilizowana alkoholatura) [Jambor i
Czosnowska 2002].

126



Intrakty otrzymywane sa metoda opracowang we Francji przez Perota i Gorisa w pierwszej
potowie XX wieku, a nazwa pochodzi od tacinskiego czasownika intraho, co w jezyku
polskim oznacza wyciagac i zostata zaproponowana przez Boulanger - Daussego. Soki sg w
zasadzie wyciggami ze Swiezych roslin, ktore utrwalone zostaly etanolem.

Na rynku polskim wykorzystuje si¢ W lecznictwie kilka intraktow: intrakt z kwiatostanu
glogu, z ziela jemioty, z nasion kasztanowca, z korzeni kozika i lisci melisy, z ziela dziurawca
I Z ziela przymiotna kanadyjskiego.

W grupie stabilizowanych sokow najwicksze znaczenie w nowoczesnej fitoterapii maja: sok z
jezéwki purpurowej, z babki lancetowatej, z lisci podbiatu, z ziela krwawnika, z korzeni
mniszka, z korzeni topianu, z ziela dziurawca, z lisci brzozy, z ziela pokrzywy, ze ztocienia
maruny. Przetwory ze $swiezych roslin moga by¢ wykorzystywane jako substancje aktywne
lekow ztozonych: np. Bioaron C, zawiera jako substancje aktywne wyciag ze §wiezych lisci
aloesu oraz sok ze $wiezych owocdow aronii czarnoowocowej [Jambor i Czosnowska 2002].
Biorgc pod uwage fakt, ze wyciagi ze stabilizowanych, §wiezych roslin zawieraja sktadniki
chemiczne podobne do wystepujacych w zywej ro$linie, mozna uzna¢ je za potencjalnie
pierwszoplanowa grupe wyciggéw farmaceutycznych 1 kosmetycznych. Brak jednak
wszechstronnych  badan  fitochemicznych, farmakologicznych i klinicznych, dla
jednoznacznego okreslenia metod standaryzacji oraz zakresu i sposobu ich stosowania.

Prace porownujace nie tylko sktad §wiezych i wysuszonych surowcow, ale tez wptyw
na organizm, ktory czasem moze by¢ zroznicowany w zalezno$ci od surowca uzytego do
ekstrakcji, jak tez rozpuszczalnika, sg nieliczne 1 pojawiaja si¢ dopiero od niedawna W
pisSmiennictwie, najczesciej dotycza one roslin egzotycznych, stosowanych w medycynie
ludowej réznych krajow.

Przeprowadzono badanie porownujace sktad, wplyw na parametry krwi i osocza, a takze
bezpieczenstwo stosowania ekstraktu ze $wiezych i suszonych liSci Rhizophora mucronata,
wykorzystywanych w medycynie ludowej na potudniowym wybrzezu Indii w leczeniu
dusznicy bolesnej, cukrzycy, biegunek, krwiomoczu i w krwotokach. Stwierdzono w
wyciggach ze swiezych liSci, wyzsza niz w wyciggach z suszonych lisci, zawarto$¢ kwasow
organicznych, flawonoidéw, garbnikow, steroidéw, biatlek 1 aminokwasow. W
eksperymentach przeprowadzonych na szczurach, ktorym podawano przez 1 tydzien wyciagi
w dawce 500 mg/kg™ stwierdzono, ze wyciag ze $wiezych lisci nie zmieniat w znaczacy
sposob badanych parametrow we krwi i w osoczu, podczas, gdy podawanie wyciagow z
suszonych lisci zwigkszato poziom glukozy (trzykrotnie), cholesterolu, aminotransferazy

alaninowej, bilirubiny, natomiast obnizato poziom hemoglobiny, czerwonych i biatych

127



krwinek oraz liczby ptytek krwi. Autorzy artykulu podkres$lajg, ze dtugotrwale stosowanie
wyciggow ze §wiezych lisci jest bezpieczne w odrdéznieniu od wyciagdw z wysuszonych lisci
[Babuselvam i inni 2012].

W medycynie ludowej w leczeniu cukrzycy stosuje si¢ wodno-alkoholowe ekstrakty roslinne,
miedzy innymi w Indiach wykorzystuje si¢ w tym celu liscie guajawy (Psidium guajawa).
Wyciagi wodno - alkoholowe uzyskane ze swiezych i suszonych lisci, w dawce 500 mg/kg,
podawano przez 30 dni szczurom, u ktorych cukrzyce wywotano alloksanem i w obydwu
przypadkach obserwowano znaczace obnizenie poziomu glukozy. Wyciag ze Swiezych lisci
obnizal poziom glukozy w stopniu porownywalnym z wynikami grupy szczurow, ktorym
podawano lek przeciwcukrzycowy - glibenklamid (10 mg/kg) [Rapaka i Vannam 2012].
Badano wptyw réznych warunkoéw suszenia na zawartos¢ cakowita fenoli (z odczynnikiem
Folin - Ciocalteu) i aktywno$¢ antyoksydacyjng (z DPPH, metoda FRAP) w poréownaniu z
wyciggiem uzyskanym ze $wiezej rosliny Cardiospermum halicacabum, wykorzystywanej w
ludowej medycynie Indii w reumatyzmie, lumbago i w goraczce. Badania farmakologiczne
potwierdzity przeciwzapalng aktywnos¢ wyciagow. Wyciagi ze $wiezego surowca
wykazywaty wyzszg aktywno$¢ antyoksydacyjng niz wyciggi z surowca poddanego
procesowi suszenia. Najwiecej zwigzkéw fenolowych oznaczono w wyciggu ze $wiezego
surowca, ekstrahowanego wrzacg wodg, nieco mniej zwigzkow fenolowych byto w wyciagu
alkoholowym, najwigksze straty zwigzkow fenolowych powodowato suszenie w
mikrofaléwce, co pociaggato za sobg spadek aktywnosci antyoksydacyjnej. Dane literaturowe
wskazuja, ze proces suszenia w roznym stopniu moze wplywaé na zawarto$¢ zwiazkow
fenolowych, w zielu lebiodki i lisciach migty, suszonych na stoncu, zwigkszata si¢ zawartos¢
fenoli, podczas, gdy w liSciach melisy nie obserwowano rdznic pomigdzy suszeniem na
stoncu i w cieniu. Kolejnym elementem wptywajacym na ilo$¢ zwigzkoéw fenolowych w
wyciagu jest rodzaj rozpuszczalnika [Annamalai i inni 2011].

Wyniki uzyskane przez badaczy dziewigciu gatunkow tajskich roslin z ktorych przygotowano
ekstrakty przy uzyciu Czterech roznych rozpuszczalnikow: woda, 80% etanol, octan etylu i
heksan, potwierdzilty rowniez nizszg zawartos¢ fenoli i stabsze dziatanie antyoksydacyjne
wyciggow z wysuszonych surowcOw w pordéwnaniu do wyciggdw przygotowanych ze
swiezych roslin. Wérod badanych ekstraktow najwyzszg zawarto$¢ polifenoli i najsilniejsze
dziatanie antyoksydacyjne, posiadaty wyciagi alkoholowe ze §wiezych roslin. 80% etanol byt
najskuteczniejszym rozpuszczalnikiem do ekstrakcji zwigzkow  polifenolowych i

przeciwutleniajgcych, nastepnym rozpuszczalnikiem byta woda, potem octan etylu i heksan.
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Zawarto$¢ polifenoli w wyciggach ze $wiezych i wysuszonych ro$lin byta skorelowana z
aktywnoscig przeciwutleniajacag [Areekul i Phomkaivon 2011].

Niekiedy suszenie wplywa na wyzsza zawarto$¢ zwigzkow czynnych, przyktadem moze by¢
ziele melisy. Badanie wykazato, iz w przemystowo otrzymanych nalewkach z wysuszonego
ziela znajduje si¢ wyzsza zawarto$¢ kwasu rozmarynowego (2,96 - 22,18 mg/ml) niz w
wyciagach ze swiezego surowca (okoto 0,92mg/ml). Nalewki i alkoholowo-wodne wyciagi z
ziela melisy sg stosowane miejscowo (1% nalewki w kremie) w infekcjach wirusem
opryszczki, a takze doustnie jako srodek wiatropedny i uspokajajacy. Poniewaz za aktywno$¢
przeciwwirusowg odpowiada kwas rozmarynowy, stad nalewki z wysuszonego ziela melisy
beda skuteczniejsze jako Srodek antywirusowy [Sanchez - Medina i inni 2007]. Monografia
ziela melisy [Farmakopea IX 2011] dotyczy wysuszonego surowca, w ktorym powinno by¢
nie mniej niz 1% kwasu rozmarynowego, podczas, gdy w ekstrakcie z powyzszego surowca
(przy pomocy wodno-alkoholowego rozpuszczalnika, zawierajagcego nie mniej niz 70%
etanolu) nie mniej niz 2% kwasu rozmarynowego. Innym przyktadem iz w wysuszonym
surowcu jest wiecej zwigzkéw czynnych jest ziele glistnika, pomimo tego wyciagi
przygotowuje si¢ ze $wiezego ziela o nizszej zawartosci alkaloidow, nie biorgc pod uwage
danych naukowych [Kopytko i inni 2005].

Wyciagi z surowcoOw roslinnych sa popularng formg wykorzystywang jako sktadniki
preparatow, tatwych do przechowywania i dozowania. Istnieje jednak potrzeba podjgcia
szerokich badan fitochemicznych i farmakologicznych dla jednoznacznego okreslenia i
porownania roznic w skladzie wybranych zwigzkéw czynnych, pomigdzy wyciggami z
surowcow $wiezych i wysuszonych, a takze roznic w ich aktywnosci.

Celem niniejszej pracy bylo pordwnanie zawarto$ci wybranych grup zwigzkow i
aktywnos$ci, przemystowo otrzymanych wyciagéw z wysuszonych surowcow w formie
nalewek (tinctura) i $wiezych surowcoéw w formie sokow (succus). Badania porownawcze
nalewek i sokdw obejmowaty: oznaczenie zawartosci sumy polifenoli i flawonoidéw, a takze
aktywnosci  biologicznej: antyoksydacyjnej 1 przeciwdrobnoustrojowej. Oznaczenie
zawarto$ci sumy polifenoli i flawonoidow przeprowadzono tez bezposrednio w surowcach
swiezych 1 wysuszonych z ktorych przygotowano odpowiednie wyciagi.

Zawarto$s¢ sumy polifenoli w sokach (ze $wiezego) i nalewkach (z wysuszonego
surowca) oznaczono metoda spektrofotometryczng z wykorzystaniem odczynnika Folin-
Ciocalteu, a sumg¢ polifenoli przeliczano na kwas chlorogenowy.

Najbogatsze w zwigzki polifenolowe okazaty sie soki (Rycina 72 - 76), charakteryzujace si¢

rézna zawarto$cig, mieszczaca si¢ w zakresie od 0,15% do 2,10%. Najwyzsza zawarto$¢
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sumy polifenoli sposrod badanych wyciggow stwierdzono w soku z ziela melisy 2,10 %
(Rycina 73), natomiast najnizszg zawarto$¢ polifenoli oznaczono w soku z ziela owsa 0,15%
(Rycina 74).

Nizszg okoto dwukrotnie w stosunku do zawartoSci w sokach, zawarto$¢ zwigzkéw
polifenolowych obserwowano w nalewkach, przy czym najwyzsza oznaczono w nalewce z

ziela melisy 0,85% (Rycina 73), a najnizsza w nalewce z ziela owsa 0,06 % (Rycina 74).
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Rycina 72. Zawarto$¢ sumy polifenoli w Rycina 74. Zawarto$¢ sumy polifenoli w
soku i nalewce z Farfarae folium. soku i nalewce z Avenae herba.
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Rycina 76. Zawartos¢ sumy polifenoli w

soku i nalewce z Hamamelidis cortex.

W analizowanych wyciaggach: sokach 1 nalewkach, oznaczono zawartos¢ flawonoidow
metoda kolorymetryczng wg Christa-Miillera, a sumg¢ flawonoidow przeliczono na
kwercetyng. W badaniu tym wykazano réwniez wyzsza zawartos¢ flawonoidow w sokach,
otrzymywanych ze $wiezych surowcow roslinnych, mieszczaca si¢ w zakresie od 0,01 do
0,61% (Rycina 77-81), natomiast wyciagi w formie nalewek, zawieraty od 0,01 do 0,41%
flawonoidow (Rycina 77-81).

Najwyzsza zawartos$¢ flawonoidoéw sposrod sokow 1 nalewek 0znaczono w wyciagach z lisci
podbiatu: 0,61% w soku i 0,41% w nalewce (Rycina 77). Bogatym w zwiazki flawonoidowe
okazat si¢ rowniez sok z lisci mitorzebu japonskiego (0,49%) (Rycina 80), ziela melisy
(0,22%) (Rycina 78), a takze nalewka z liscia mitorzebu japonskiego (0,38%) (Rycina 80) i z
ziela melisy (0,19%) (Rycina 78).
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Rycina 77. Zawartos¢ flawonoidow w soku Rycina 78. Zawartos¢ flawonoidow w soku
i nalewce z Farfarae folium. i nalewce z Melissae herba.
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Rycina 81. Zawarto$¢ flawonoidéw w soku i
nalewce z Hamamelidis cortex.

Antyoksydanty pochodzenia roslinnego, szczegodlnie zwigzki o charakterze fenoli,
odgrywaja wazng role w zyciu cziowieka. Badania epidemiologiczne potwierdzaja, ze
konsumpcja zywno$ci roslinnej, bogatej w antyoksydanty jest korzystna dla zdrowia 1 moze
zmniejsza¢ ryzyko chorob cywilizacyjnych: serca i uktadu krazenia, choréb nowotworowych
czy cukrzycy oraz przeciwdziataé oznakom przedwczesnego starzenia si¢ skory co ma
znaczenie w kosmetologii. Zawartos¢ zwigzkow naturalnych o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, zalezy niewatpliwie od uzytego rozpuszczalnika do ekstrakcji, ale takze
moze mie¢ na to wplyw, czy zastosowaliSmy $wiezy surowiec, bezposrednio po zbiorze, czy
poddany wysuszeniu i przechowywaniu do momentu ekstrakcji.

Dane literaturowe mowig o przeprowadzeniu proby pordéwnania aktywnosSci

antyoksydacyjnej wyciaggéw ze $wiezego i wysuszonego materiatu ro$linnego, pochodzacego
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z dwoch roslin, rosngcych w Malezji Paederia foetida i Syzygium aqueum przy zastosowaniu
uktadu p-karoten/kwas linolowy i metody ABTS. Uzyskane wyniki wykazaty, ze wyciagi ze
Swiezych roslin dzialaly silniej antyoksydacyjnie w poréwnaniu do wyciaggéw z wysuszonych
roslin, a wyniki korelowaly z zawarto$cig polifenoli [Hasnah i inni 2009]. Badano tez wptyw
czterech roznych systemow rozpuszczalnikow na wydajnos$¢ ekstrakcji, zawartos¢ zwigzkow
fenolowych i aktywnos¢ antyoksydacyjng roznych czeséci siedmiu wybranych do badan roslin.
Stwierdzono, Ze najwigcej zwigzkow fenolowych i najsilniejsza aktywnoscig antyoksydacyjna
charakteryzowaty si¢ wyciagi wodno-alkoholowe [Sultana i inni 2009].

Badanie, obejmujace ocen¢ aktywnosci antyoksydacyjnej wyciagow, ktore
przeprowadzono metoda spektrofotometryczng ze stabilnym rodnikiem DPPH byto kolejnym
etapem mojej pracy. Analizujac aktywno$¢ przeciwutleniajacg wszystkich wyciggoéw
zauwazono, ze ze wzrostem iloSci surowca w wyciggu rosnie jego aktywnosé
antyoksydacyjna. Aktywno$¢ ta dla soku z kory oczaru rosta w zaleznosci od zawartosci
wyciaggu (0od 0,02 do 8,00 ml) i wynosita maksymalnie 94,51% (Tabela 22, Rycina 36).Sok z
kory oczaru okazat si¢ najsilniejszym przeciwutleniajaco wyciagiem, a jednoczesnie bogatym
w zwiazki polifenolowe (0,88%) (Rycina 76). Wyciggami o stosunkowo wysokiej zawarto$ci
polifenoli i duzej aktywnosci przeciwutleniajacej okazaty si¢ nalewki z ziela melisy 93,18%
(Tabela 17), sok z ziela melisy 93,14% (Tabela 16), sok z kory oczaru 94,51% (Tabela 22),
sok z lisci mitorzgbu 92,23% (Tabela 20), sok z liscia podbiatu 92,21% (Tabela 14) oraz
nalewka z liscia podbiatu 90,24% (Tabela 15). Stabsza aktywnos$cig cechowat si¢ sok z ziela
owsa 87,29% (Tabela 18) oraz nalewka z ziela owsa 77,36% (Tabela 19).

Oznaczono zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej badanych wyciagow (p. pkt.
III.1.) od ilo$ci pobranego wyciagu do analizy. [lo§¢ przy ktorej wykazano maksymalng
aktywnos$¢ zmiatania wolnych rodnikow przez badane wyciagi byta zroznicowana (Tabela 14-
23, Rycina 27).

Czestym badaniem in vitro  roznych wyciggdw ro$linnych sa badania aktywnoSci
przeciwbakteryjnej.  Najcze$ciej  wyciagi  roslinne  wykazuja  slabe  dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe w poréwnaniu do antybiotykow, wyjatkiem sg zwigzki fenolowe
obecne w olejkach eterycznych (tymol, eugenol), ktore moga by¢ skuteczne w walce z
bakteriami antybiotykoopornymi. Chociaz w dostepnym piSmiennictwie prace dotyczace
dziatania przeciwdrobnoustrojowego wyciagéw roslinnych sg bardzo czgsto publikowane, to
tylko w nielicznych pracach poréwnywana jest aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

wyciagow ze §wiezych 1 wysuszonych surowcoéw roslinnych.
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W jednej z takich prac dokonano oceny dziatania przeciwbakteryjnego wyciggow
alkoholowych i wodnych ze $§wiezego i suszonego materialu Commelina benghalensis.
Roslina ta jest wykorzystywana w medycynie ludowej Ugandy jako $rodek w leczeniu ran,
oparzen, stanow zapalnych uszu i spojéwek, przeciwzapalny, a nawet aborcyjny. W ogdlnym
ujeciu wyniki testow przeciwbakteryjnych wskazuja, ze ekstrakty etanolowe z suszonych
surowcow byly bardziej aktywne niz wyciagi wodne oraz zawieraly wigcej grup zwiazkow,
uznawanych za zwiazki czynne, ze wzgledu na ich lepsza ekstrakcje alkoholem. Wyciagi
alkoholowe ze $wiezego surowca byly jednak bardziej aktywne przeciwko Candida albicans,
ze wzgledu na obecno$¢ w nich kumaryny o dzialaniu przeciwgrzybiczym 1 stabiej aktywne
wobec Escherichia coli i Staphylococcus aureus. Tak wigc, wyciag etanolowy powinien by¢
wykorzystywany w celu uzyskania dziatania przeciwdrobnoustrojowego [Cuc¢llar Cuellar,
Okori 2010].

W badaniach wlasnych, badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej wybranych wyciggow
ro$linnych (Tabela 34), przeprowadzono =z uzyciem wrazliwego na antybiotyki
miedzynarodowego szczepu standardowego Staphylococcus aureus. Oznaczono warto$ci
najmniejszego stezenia hamujacego (MIC - Minimal Inhibitory Concentration) badanych
wyciggdw oraz najmniejsze stezenie bakteriobdjcze (MBC - Minimal Bactericidal
Concentration) wobec badanego szczepu standardowego. W celu porownawczym uzyto
antybiotykow referencyjnych- tetracykliny i chloramfenikolu.

Badane wyciagi roslinne w formie nalewek i sokéw odznaczaty si¢ $rednig aktywnoscig
przeciwbakteryjng (MIC i MBC w granicach 0,25-10,0 mg/ml), w poréwnaniu do substancji
referencyjnych- tetracykliny (MIC = 0,0001 mg/ml) oraz chloramfenikolu (MIC = 0,005
mg/ml). Sposréd badanych wyciaggow nalewka z liSci mitorzgbu charakteryzowata si¢
najsilniejsza aktywnoscig przeciwbakteryjng (MIC i MBC = 0,25 mg/ml), co wskazuje na
udzial nie tylko zwiazkow polifenolowych w tej aktywnosSci, nieco mniejsza aktywnos$cig
odznaczaly si¢ sok i nalewka z kory oczaru i ziela melisy (Tabela 35).

W kolejnym etapie pracy analizowano zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych i
flawonoidowych w surowcach $wiezych i wysuszonych, uwzgledniajac strate masy po
suszeniu: w lisciach podbiatu - Farfarae folium, zielu owsa - Avenae herba, zielu melisy -
Melissae herba, lisciach mitorzebu japonskiego - Ginkgo bilobae folium oraz korze oczaru
wirginijskiego - Hamamelidis cortex, ktore postuzyly potem do przygotowani nalewek i
sokow w Zaktadach Zielarskich Phytopharm Kleka S.A. (111.5.1.1. i 1ll. 5.1.2.). W tym celu
oznaczono strat¢ masy po suszeniu surowcow $wiezych i wysuszonych (p. pkt. 5.2.). Sredni

czas suszenia wynosil okoto 30 minut, w temperaturze 105°C. Najwigksza strat¢ masy po
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suszeniu sposrod $wiezych surowcow roslinnych, stwierdzono w lisciu podbiatu (86,21%)
(Tabela 38), natomiast w wysuszonych surowcach w zielu melisy (10,09%) (Tabela 39).

Ogolng zawartos¢ polifenoli oznaczano metoda z odczynnikiem Folin - Ciocalteu w
przeliczeniu na kwas chlorogenowy. Najwyzszg ilo$¢ zwigzkow polifenolowych oznaczono w
$wiezych surowcach roslinnych, miescita si¢ ona w zakresie od 0,82% do 13,11% (Rycina 82-
86), natomiast wysuszone surowce roslinne zawieraly od 0,64% do 12,25% zwiazkéw
polifenolowych (Rycina 82-86). Sposréd wyciagdw ze §wiezych i wysuszonych surowcow
roslinnych, najwigcej zwiazkow polifenolowych zawierat wyciag z ziela melisy: 13,11% ze
swiezego 1 12,25% z wysuszonego surowca (Rycina 83), a najmniej wyciag z ziela owsa:
0,82% ze $wiezego i 0,64% z wysuszonego surowca (Rycina 84). Pozostate wyciagi
zawieraly nastepujace ilosci zwiagzkow polifenolowych: wyciag z liscia podbiatu 8,15% ze
swiezego 1 7,33% z wysuszonego surowca (Rycina 82), wyciag z kory oczaru: 5,87% ze
Swiezego 1 5,38% z wysuszonego surowca (Rycina 86), a wyciag z liSci mitorzgbu: 3,87% ze

swiezego i 3,83% z wysuszonego surowca (Rycina 85).
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Rycina 82. Zawarto$¢ sumy polifenoli w Rycina 83. Zawarto$¢ sumy polifenoli w
badanych wyciggach z Farfarae folium badanych wyciggach z Melissae herba (M$
(Ms$ + MW$, Mw + MWw). + MW$, Mw + MWw).
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Rycina 84. Zawartos¢ sumy polifenoli w
badanych wyciggach z Avenae herba (Ms
+ MWs§, Mw + MWw).

14,0
12,0
138 MS +
g ‘218 = Mw +
0’0 i MWw
Hamamelidis
cortex
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Rycina 85. Zawarto$¢ sumy polifenoli w
badanych wyciggach z Ginkgo bilobae
folium (Ms + MWS§, Mw + MWw).

Najwiecej polifenoli z posrod badanych surowcow oznaczono w $wiezym zielu melisy

(Melissae herba Ms + MW5).

Zawarto$¢ flawonoidow w przeliczeniu na kwercetyne Oznaczona w badanych

surowcach $wiezych 1 wysuszonych metoda kolorymetryczng wg Christa-Miillera, byla

najwyzsza w $wiezych surowcach (Rycina 87 - 91) i wynosita od 0,05% w korze oczaru
(Rycina 91) do 1,12% w lisciach podbiatu (Rycina 87).
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Warto$¢ surowca, wykorzystywanego w celach leczniczych musi by¢ jak najwyzsza ze
wzgledu na cel, jakiemu stuzy. Zalezy ona przede wszystkim od zawarto$ci substancji
czynnych, uwarunkowanej wlasciwie przeprowadzonym zbiorem i suszeniem. Skiad
chemiczny roslin nie jest staly. Kazda grupa zwigzkéw ma inng dynamike tworzenia si¢ 1
gromadzenia w réznych fazach wegetacji roslin, a poziom ich wzrasta lub maleje. A zatem
okres 1 pora zbioru ma duze znaczenie dla warto$ci surowca, a ilo$¢ substancji czynnych
zmienia si¢ w zalezno$ci od wielu warunkéw: uprawy, warunkéw atmosferycznych,
pielggnacji, czasu zbioru, suszenia [Jadczak | Grzeszczuk 2006].

Rosliny uprawiane dzigki lepszym warunkom glebowym, zabiegom pielggnacyjnym
zawieraja zwykle wiecej 1 w wigkszych stezeniach substancje lecznicze niz rosliny dziko
rosnace z tzw. zbioru naturalnego [Stawinski i inni 2008].

Réznice w sktadzie przetwordw, uzyskanych z surowcéw roslinnych moga tez wynikac ze
sposobu ekstrakcji (maceracja czy perkolacja), stosunku surowca do rozpuszczalnika, stezenia
alkoholu. Skfad przetworow moze z kolei rzutowaé na skuteczno$¢ terapii, a brak
pozytywnego efektu moze wynika¢ z niewlasciwych procedur technologicznych.

Ostatnio zwraca si¢ coraz wigcej uwagi na koniecznos¢ okreslania profilu metabolomicznego
uzyskanych wyciggéw z materiatu roslinnego. Uzycie spektrometrii NMR, badZz metod
chromatograficznych w metabolomice zaleca EMEA. Brak jednak wystarczajacych danych,
umozliwiajacych interpretacje uzyskanych widm np. NMR, a byloby to szybkim narz¢dziem
do identyfikacji zwigzkow czynnych, ktdrych wysoka zawartos¢ gwarantowataby skuteczno$¢

lecznicza.
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Material do badan stanowity nalewki i soki otrzymane w Zaktadach Zielarskich
Phytopharm Kleka S.A. z pigciu wybranych surowcow roslinnych: 1i$¢ podbiatu -
Farfarae folium, ziele owsa - Avenae herba, ziele melisy — Melissae herba, lis¢
mitorzgbu japonskiego — Ginkgo bilobae folium oraz kora oczaru wirginijskiego —
Hamamelidis cortex.

Badania poréwnawcze zawartoSci zwigzkow polifenolowych i flawonoidow
obecnych w nalewkach (z wysuszonych surowcoéw) i sokach (ze $wiezych
surowcOéw) z pigciu wybranych surowcow roslinnych przeprowadzono po raz
pierwszy.

Badania porownawcze aktywnos$ci antyoksydacyjnej i przeciwdrobnoustrojowej w
nalewkach (z wysuszonych surowcow) i sokach (ze §wiezych surowcow) z pigciu
wybranych surowcow roslinnych przeprowadzono réwniez po raz pierwszy.
Oznaczenie zwigzkéw polifenolowych przeprowadzono z odczynnikiem Folin-
Ciocalteu: wiecej zwigzkoéw polifenolowych jest obecnych w sokach (od 0,15% do
2,10%), najwiecej w soku z ziela melisy (2,10%), w nalewkach zawarto$¢
zwigzkow  fenolowych byta dwukrotnie nizsza. Najwigcej zwiazkow
polifenolowych, sposrod badanych nalewek bylo w nalewce z ziela melisy
(0,85%).

W analizowanych wyciggach: soki i nalewki, oznaczono zawartos¢ flawonoidow
metoda kolorymetryczng wg Christa-Millera. Wykazano réwniez wyzsza
zawarto$¢ flawonoidow w sokach (od 0,01 do 0,61%). Najwyzsza ilos¢
flawonoidow zawierat sok i nalewka z lisci podbiatu (0,61% w soku, 0,41% w
nalewce).

W badaniu aktywno$ci antyoksydacyjnej wyciggdéw, ktore przeprowadzono
metodg spektrofotometryczng ze stabilnym rodnikiem DPPH zaobserwowano, ze
ze wzrostem ilo$ci surowca w wyciggu ros$nie jego aktywnos$¢ antyoksydacyjna.
Aktywnos¢ ta W soku z kory oczaru rosta w zalezno$ci od zawartosci wyciggu (od
0,02 do 8,00 ml) i wynosita maksymalnie 94,51%. Sok z kory oczaru okazat si¢
najaktywniejszym antyoksydacyjnie wyciggiem. Wyciggami o stosunkowo
wysokiej zawarto$ci polifenoli 1 duzej aktywnos$ci przeciwutleniajgcej okazaty si¢
nalewka z ziela melisy (93,18%), sok z ziela melisy (93,14%), sok z kory oczaru
(94,51%), sok z lisci mitorzebu (92,23%), sok z liscia podbiatu (92,21%) oraz
nalewka z liscia podbiatu (90,24%). Stabszg aktywnoS$cig cechowat si¢ sok z ziela

owsa (87,29 %) oraz nalewka z ziela owsa (77,36%).

139



7.

10.

11.

12.

13.

Przeprowadzono badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej wyciaggéw roslinnych z
uzyciem wrazliwego na antybiotyki mi¢dzynarodowego szczepu standardowego
Staphylococcus aureus wobec antybiotykow referencyjnych (tetracyklina i
chloramfenikol). Badane wyciagi roslinne odznaczaly si¢ $rednig aktywno$cia
przeciwbakteryjng (MIC i MBC w granicach 0,25-10,0 mg/ml), w poréwnaniu do
substancji referencyjnej- tetracykliny (MIC = 0,0001 mg/ml) i chloramfenikolu

(MIC = 0,005 mg/ml), najsilniejsza aktywnoS$cia odznaczyt si¢ wyciag etanolowy z
nalewki liscia mitorzebu (MIC i MBC = 0,25 mg/ml), co wskazuje na udziat nie
tylko zwigzkow polifenolowych w tej aktywnosci.

Analizowano zawartos¢ zwigzkoéw polifenolowych 1 flawonoidowych w
wyciggach przygotowanych bezposrednio z surowcéw §wiezych 1 wysuszonych
uwzgledniajac strat¢ masy po suszeniu.

Sposérod badanych surowcoéw, najwiecej zwigzkow polifenolowych zawierato
ziele melisy 13,11 % (ze Swiezego surowca) i 12,25 % (z wysuszonego surowca).
Zawartos¢ flawonoidow oznaczona w wyciggach, przygotowanych bezposrednio z
surowcoOw $wiezych 1 wysuszonych byla wyzsza w $wiezych surowcach
roslinnych i wynosita od 0,05% w korze oczaru do 1,12% w lisciach podbiatu.
Stuszne jest, aby wymagania standaryzacyjne, dotyczace zawartosci zwiazkow
fenolowych i flawonoidow w surowcach i w przetworach byty zréznicowane, gdyz
przetwory zawieraja mniejsze ilosci tych zwigzkéw w poréwnaniu z surowcami.
Z powodu zréznicowanej zawartos$ci zwigzkoéw polifenolowych w przetworach ze
swiezych 1 wysuszonych surowcoOw roslinnych, moga one wykazywac
zroznicowang aktywnos$¢, co w przeprowadzonych badaniach wykazano dla
dziatania antyoksydacyjnego i1 przeciwbakteryjnego.

Badania poréwnawcze wyciaggow ze S$wiezych 1 wysuszonych surowcow

roslinnych, powinny by¢ kontynuowane.
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VISTRESZCZENIE




W czgéci teoretycznej pracy przedstawiono charakterystyke botaniczng, oraz dane
dotyczace wystepowania, wymagan klimatycznych i glebowych, sktad chemiczny, dziatanie i
zastosowanie w lecznictwie i kosmetologii, a takze dzialania uboczne pigciu wybranych
surowcow roslinnych: lisci podbialu - Farfarae folium, ziela melisy - Melissae herba, ziela
owsa - Avenae herba, lisci mitorzebu japonskiego - Ginkgo bilobae folium oraz kory oczaru -
Hamamelidis cortex. Opisano takze metody przemyslowe otrzymywania wyciggoéw
roslinnych. Scharakteryzowano zwiazki polifenolowe, wystgpowanie oraz wplyw na
organizm ludzki, znaczenie ich obecnosci jako antyoksydantow w produktach spozywczych,
lekach i kosmetykach.

Celem pracy doswiadczalnej byty badania poréwnawcze nalewek (tinctura) z suchych
surowcOw 1 sokow (succus) ze S$wiezych surowcow, przygotowanych w Zaktadach
Zielarskich Phytopharm Klgka S.A, ktore obejmowaly: oznaczenie zawartosci polifenoli i
flawonoidow, a takze aktywnos$ci przeciwutleniajacej (z udzialem rodnika DPPH) i
przeciwdrobnoustrojowej (z uzyciem szczepu Staphylococcus aureus wobec antybiotykow:
tetracykliny i chloramfenikolu), jak rowniez poréwnanie zawartosci polifenoli i flawonoidow,
oznaczanych bezposrednio w $§wiezych 1 wysuszonych surowcach.

Wyniki badan wskazuja, ze najbogatsze w zwiazki polifenolowe jak i flawonoidy
okazaty sie soki; nizsza okoto dwukrotnie zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych oznaczono w
nalewkach. Najwyzsza ilo§¢ sumy flawonoidow (metoda kolorymetryczna wg Christa-
Miillera) w przeliczeniu na kwercetyng zawieral sok (0,61%) z lisci podbiatu i sok z lisci
mitorzebu japonskiego (0,49%).

Najwyzszg zdolno$¢ do zmiatania rodnika DPPH wykazywat sok z kory oczaru (94,51%),
nalewka i sok z ziela melisy (93,18% i 93,14%), sok z lisci mitorzebu (92,23%) oraz sok i
nalewka z lisci podbiatu (92,21% 1 90,24%); stabsza aktywnoscia cechowatl si¢ Sok oraz
nalewka z ziela owsa (87,29 % i 77,36%). Korelacje miedzy zawartoscig polifenoli i
flawonoidow, zaobserwowano w sokach z kory oczaru, ziela melisy, lisci mitorzebu oraz lisci
podbiatu.

W badaniu aktywnosci przeciwbakteryjnej badanych nalewek i sokéw 0znaczono warto$ci
MIC (Minimal Inhibitory Concentration) oraz MBC (Minimal Bactericidal Concentration)
wobec szczepu Staphylococcus aureus w porownaniu z antybiotykami referencyjnymi
(tetracyklina i chloramfenikol). Najsilniejsza aktywnoscia przeciwbakteryjng (MIC i MBC =
0,25 mg/ml) charakteryzowata si¢ nalewka z lisci mitorzgbu, nieco mniejszg aktywno$é

wykazywaty sok i nalewka z kory oczaru i ziela melisy.
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Oznaczono tez zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych i flawonoidowych bezposrednio
w surowcach $wiezych 1 wysuszonych, uwzgledniajgc strate masy po suszeniu. Najwyzsza
ilos¢ zwigzkéw polifenolowych i flawonoidowych oznaczono w $wiezych surowcach
roslinnych, najwigcej zwiazkow polifenolowych zawierato ziele melisy (13,11%), a najwigcej
flawonoidow $wieze liscie podbiatu (1,12%).
Badania nad wyciggami uzyskanymi ze $wiezych i1 wysuszonych surowcoOw roslinnych
powinny by¢ kontynuowane, gdyz roznice w zawartosci grup zwigzkéw moga modyfikowac

aktywnosc¢ biologiczng preparatow na ich bazie.
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VIL.SUMMARY




The theoretical part of this Ph. D. thesis presents the botanical characteristics, data
concerning the occurrence, climatic and soil requirements, chemical composition, activity and
application in medicine and cosmetology, as well as the side effects of the following plant
materials: coltsfoot leaf - Farfarae folium, Melissa leaf — Melissae herba, oats (green tops) -
Avenae herba, Ginkgo leaf — Ginkgo bilobae folium and Hamamelis bark (witch hazel) —
Hamamelidis cortex. The industrial methods of making the plant extracts were also described.
The polyphenol-based compounds, occurrence and effect on the human organism, as well as
the significance of their presence as antioxidants in food, medicines and cosmetics were
characterised.

The purpose of the experiments was to conduct comparative tests of tinctures
(tinctura) made from the dried plant materials and juices (succus) from the fresh plant
material, prepared in Zaktady Zielarskie Phytopharm Kleka S.A., which covered determining
the content of polyphenols and flavonoids, the antioxidative activity (using the DPPH
radical) and antimicrobial activity (with the use of the Staphylococcus aureus strain, in
comparison to the antibiotics: tetracycline and chloramphenicol), as well as a comparison of
the content of polyphenols and flavonoids determined directly in the fresh and dried materials.

The results of the tests indicated that the juices contained the highest content of both
polyphenols and flavonoids; approximately half the content of the polyphenol compounds was
determined in the tinctures. The greatest quantity of flavonoids (according to Christ-Miiller’s
colorimetric method) calculated as quercetin was contained in the juice made from coltsfoot
leaves (0.61%) and the juice made from Ginkgo leaf (0.49%).

The greatest DPPH radical scavenging capacity was observed for the juice made from
Hamamelis bark (94.51%), the tincture and juice made from Melissa leaf (93.18% and
93.14%), the juice made from Ginkgo leaf (92.23%), as well as the juice and tincture made
from coltsfoot leaf (92.21% and 90.24%); the juice and tincture made from oats were
characterised by weaker activity (87.29 % and 77.36%). Correlation between the content of
polyphenols and that of flavonoids was observed in the juices made from Hamamelis bark,
Melissa leaf, Ginkgo leaf and coltsfoot leaves.

In the study of the antimicrobial activity of the tinctures and juices, the MIC (Minimal
Inhibitory Concentration) and MBC (Minimal Bactericidal Concentration) values against the
Staphylococcus aureus strain were determined and compared with the reference antibiotics
(tetracycline and chloramphenicol). The tincture made from Ginkgo leaf showed the strongest
antimicrobial activity (MIC and MBC = 0.25 mg/ml), while the juice and tincture made from

Hamamelis bark and Melissa leaf demonstrated slightly weaker activity of this kind.
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The content of polyphenol and flavonoid compounds was also directly determined in
the fresh and dried plant materials, taking the mass loss after drying into consideration. The
largest amount of polyphenol and flavonoid compounds was determined in the fresh plant
materials; Melissa leaf contained the greatest quantity of polyphenol compounds (13.11%),
while the fresh coltsfoot leaves contained the greatest quantity of flavonoid compounds
(1.12%).

The studies into the extracts obtained from the fresh and dried plant materials should be
continued as the differences in the content of the compound groups can modify the biological
activity of the preparations based on them.
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kwas chlorogenowy, hyperozyd, kwas kawowy
2 Succus Farfarae s.090591
3 Tinctura Farfarae s.090591
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Warunki chromatograficzne

Faza stacjonarna Szklana, plastikowa z zelem krzemionkowym 60 Fs4, firmy
Merck

Faza rozwijajaca Octan etylu - kwas mréwkowy - kwas octowy - woda
[100:11:11:27]

Szerokos$¢ traku 20 mm

Droga rozwijania ok.9 cm

Objetosc¢ probek proby: 20 ul, wzorzec: 10 pl

Wzorzec rutozyd c= 0,1% (m/v) w metanolu
kwas kawowy c= 0,1% (m/v) w metanolu

Odczynnik - NP (Natural produkt reagent A, boran 2-aminoetylowo-
wywolujacy difenylowy), roztwor o c=1% (m/v) w metanolu,
- PEG (glikol polietylenowy 4000) roztwor o c= 5% (m/v) w

etanolu

Derywatyzacja Po wysuszeniu na powietrzu plytke ogrzewano przez ok. 5 - 10
min w suszarce w temp. 105°C . Jeszcze ciepla ptytke spryskano
odczynnikiem NP i PEG.

Detekcja UV 366nm

Przygotowanie préby: 1 ml badanego preparatu zmiesza¢ z 5 ml metanolu i przesaczy¢

przez filtr membranowy.
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Tinctura Melissae®, Succus Melissae®

Chromatogram potwierdzajacy obecnos¢ terpendw w preparatach

2 3
Lp Probka
1 Tinctura Melisae s.090691
2 Succus Melissae s.090691
3 Substancja wzorcowa cytronellal

164




Warunki chromatograficzne

Faza stacjonarna

Szklana, plastikowa z zelem krzemionkowym 60 Fos4, firmy
Merck

Faza rozwijajaca

Toluen -octan etylu [93:7]

Szerokos$¢ traku

10 mm

Droga rozwijania

ok.9 cm

Objetos¢ probek proby: 20 ul, wzorzec: 5 ul

Wzorzec cytronellal c= 6,5mg/ml (m/v) w toluenie

Odczynnik - kwas siarkowy stezony roztwor o ¢=5% (m/v) w etanolu,

wywolujacy - wanilina roztwoér o ¢c=1% (m/v) w etanolu,

Derywatyzacja Po wysuszeniu na powietrzu ptytke spryska¢ roztworem kwasu
siarkowego a nastgpnie roztworem waniliny 1 ogrzewac przez
ok. 5 - 10 min w suszarce w temp. 105°C .

Detekcja Vis

Przygotowanie préby: Nalozenie bezposrednie.
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Tinctura Avenae®, Succus Avenae"

Chromatogram potwierdzajacy obecnos$¢ flawonoidéw w preparatach

2 3
Lp Probka
1 Tinctura Avenae s.090791
2 Succus Avenae s.090791
3 Substancje wzorcowe wg wzrastajacego Rf.:

rutozyd, kwas kawowy
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Warunki chromatograficzne

Faza stacjonarna

Szklana, plastikowa z zelem krzemionkowym 60 Fos4, firmy Merck

Faza Octan etylu - kwas mréwkowy - kwas octowy - woda [100:11:11:27]
rozwijajaca
Szeroko$¢ traku | 15 mm
Droga ok.9 cm
rozwijania
Objetos¢ probek | proby: 20 ul, wzorzec: 10 ul
Wzorzec rutozyd c= 0,1% (m/v) w metanolu
kwas kawowy c= 0,1% (m/v) w metanolu
Odczynnik - NP (Natural produkt reagent A, boran 2-aminoetylowo-
wywotujacy difenylowy), roztwér o c=1% (m/v) w metanolu,
- PEG (glikol polietylenowy 4000) roztwor o c= 5% (m/v) w etanolu
Derywatyzacja | Po wysuszeniu na powietrzu ptytke ogrza¢ przez ok. 5 - 10 min w
suszarce w temp. 105°C . Jeszcze cieply plytke spryskac
odczynnikiem NP i PEG.
Detekcja UV 366nm

Przygotowanie proby: Nalozenie bezposrednie.
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Tinctura Ginkgo', Succus Ginkgo

Chromatogram potwierdzajacy obecno$¢ bilobalidow w preparatach

o

2 3
Lp Probka
1 Tinctura Ginkgo s.090991
2 Succus Ginkgo s.090991
3 Substancja wzorcowa: tymoloftaleina
4 Substancja wzorcowa: fluoresceina
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Warunki chromatograficzne

Faza stacjonarna Szklana, plastikowa z zelem krzemionkowym 60 Fos4, firmy
Merck

Faza rozwijajgca Toluen - aceton [7:3]

Szeroko$¢ traku 10 mm

Droga rozwijania ok.9 cm

Objetos¢ probek proby: 40 ul, wzorzec: 10 pl

Wzorzec tymoloftaleina c= 0,05% (m/v) w metanolu
fluoresceina c= 0,05% (m/v) w metanolu

Odczynnik do 0,5 ml aldehydu anyzowego doda¢ w nastepujacej kolejnosci:

wywolujacy 10,0 ml kwasu octowego lodowatego, 85,0 ml metanolu i 5,0 ml
kwasu siarkowego st¢zonego

Derywatyzacja Chromatogram wysuszy¢ na powietrzu, spryska¢ odczynnikiem
wywolujgcym a nast¢pnie ogrzewaé 5-10 minut w temp. 100-
105°C.

Detekcja $wiatto widzialne (V1S)

Przygotowanie proby: Natozenie bezposrednie.
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Tinctura Hamamelidis®, Succus Hamamelidis®

Chromatogram potwierdzajacy obecnos¢ garbnikéw w preparatach

1 2 3
Lp Probka
1 Tinctura Hamamelidis 5.091091
2 Succus Hamamelidis 5.091091
3 Substancja wzorcowa kwas galusowy
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Warunki chromatograficzne

Faza stacjonarna

Plytka z Zzelem krzemionkowym 60

Faza rozwijajaca

Kwas mréwkowy- stezony —~woda- mrowczan etylu [10:10:80]

Szerokos$¢ traku

15 mm

Droga rozwijania

ok.8 cm

Objetos¢ probek proby: 10 ul, wzorzec: 10 pl

Wzorzec Kwas galusowy c¢= 0,1% (m/v) w metanol

Odczynnik chlorek zelaza (II1) szeSciowodny o c=13g/l (m/v)

wywolujacy

Derywatyzacja Po wysuszeniu na powietrzu ptytke ogrzewac przez 10 min w
suszarce w temp. 100-105°C a nastepnie po ochtodzeniu spryskac
odczynnikiem wywotujacym.

Detekcja Vis

Przygotowanie proby: Nalozenie bezposrednie.

Analizy wykonane w Laboratorium Zaktadoéw Zielarskich Phytopharm Kleka S.A. przez

dr Aldon¢ Krawczyk
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