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OBJASNIENIA SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

ABTS-(NHy),

s6l diamoniowa kwasu 2,2’-azyno-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-

sulfonowego)

APS - nadsiarczan amonu

BSA - albumina surowicy wotu

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNPH - 24-dinitrofenylohydrazyna
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WSTEP

,,Co wiemy, to tylko kropelka.
Czego nie wiemy, to caly ocean.”

Isaac Newton (1643-1727)

Historia farmacji 1 medycyny liczy niemal tyle samo lat, co historia cywilizacji.
Wiemy dzi§ na pewno, ze zawdd lekarza znany juz byl w starozytnej Mezopotamii,
aegipscy kaptani dysponowali dtuga lista lekow oraz $rodkéw leczniczych,
pochodzenia  naturalnego. Przez setki lat ludzie szukali najlepszych
1 najefektywniejszych lekow 1 terapii, majacych uczyni¢ zycie cztowieka wolnym od
chor6b i bolu. Intensywny rozwdj techniki, wdrazanie nowych technologii, a takze
innowacyjnych metod produkcji w XX 1 XXI wieku zdecydowanie ulatwito
przeprowadzanie syntez chemicznych 1 prowadzenie badan nad substancjami
chemicznymi, ich wilasciwo$ciami oraz mechanizmami dziatania. Leki syntetyczne,
ratujace zycie w ostrych stanach, stosowane w chorobach przewlektych, przez dtugi
okres czasu i w duzych dawkach, moga by¢ przyczyna licznych dziatan ubocznych.

W ostatnich latach coraz wigcej zwolennikéw zyskuje moda na zdrowy tryb
zycia, rozumiany jako powrdt do surowcow naturalnych, jak najmniej przetworzonych.
Niewatpliwie tempo zycia w XXI wieku, stale towarzyszacy nam stres wraz z coraz
powszechniejsza $Swiadomoscia, dotyczaca ujemnych skutkéw stosowania substancji
chemicznych, chociazby takich jak konserwanty, sztuczne barwniki, aromaty, a takze
leki, skutkuje spotecznym Igkiem przed ,.chemia”. Zatem coraz uwazniej czytamy
etykiety na opakowaniach, coraz czesciej siggamy po produkty naturalne
w przeswiadczeniu, ze sa one najlepszymi, a zarazem najbezpieczniejszymi dla naszego
organizmu.

Wielokrotnie w swojej praktyce zawodowej, spotykatem si¢ z pacjentami,
poszukujacymi lekéw pochodzenia roslinnego jako alternatywy dla leku syntetycznego.
Nalezy pamigta¢ ze wiele zwiazkéw roslinnych, zaliczanych jest do substancji silnie
ibardzo silnie dziatajacych. Stosowanie ziét bez nalezytej $wiadomo$ci moze
powodowa¢ wigc powazne skutki uboczne i dziatlania niepozadane, wlacznie
z zagrozeniem zycia.

Odpowiedzia rynku farmaceutycznego na zapotrzebowanie spoteczenstwa oraz
aktualne trendy bylo pojawienie si¢ na aptecznych pétkach ogromnych ilosci

suplementéw diety, w skiad ktérych wchodza substancje naturalne, badZz wyciagi
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roslinne. Wprowadzenie do obrotu takich preparatéw jest stosunkowo tatwe, a ich sktad
nie podlega praktycznie zadnej kontroli ze strony jednostek nadzorczych. Producenci
suplementow siggaja czgsto po surowce roslinne, ktére nie posiadaja standaryzacji i nie
spetniaja kryteriow bezpieczenstwa. Nie tylko jakos¢, ale nawet dobdr sktadnikéw
niektorych roslinnych suplementéw diety mozna okresli¢ jako kontrowersyjny.

W zaistniatej sytuacji niezwykle istotne wydaje si¢ podjgcie ze wzmozona
intensywnos$cia badan nad lekiem roslinnym. Wazne sa tutaj nie tylko poszukiwania
nowych ro$lin o potencjalnym dziataniu leczniczym, ale takze analiza znanych juz
surowcow roslinnych, stosowanych od lat w medycynie ludowej. Czgsto potwierdzenie
wystgpowania w powszechnie znanej roslinie, nowej grupy zwiazkow, wiaze si¢
z przypisaniem jej nowych wskazan leczniczych, badz zwrdceniem uwagi na jej
potencjalne dziatania niepozadane z przeciwwskazaniami do stosowania. Gruntowne
badania moglyby sta¢ si¢ réwniez przestanka do zmian przepiséw prawa w zakresie
wprowadzania do obrotu preparatow leczniczych, zawierajacych w skladzie surowce
roslinne.

Witasciwosci lecznicze dymnicy lekarskiej znane byly od wiekéw, co
skutkowato stosowaniem jej w medycynie ludowej. Jednak dopiero na przetomie XX
1 XXI wieku zostaly z ziela wyodrgbnione 1 zidentyfikowane liczne alkaloidy. Ostatnie
lata przyniosty natomiast zainteresowanie badaczy, innymi grupami zwiazkéw ziela
dymnicy lekarskiej. Niezaleznie od podjetych w 2010 roku przeze mnie badan nad
zwigzkami polifenolowymi, ziele dymnicy wzbudzilo tez zainteresowanie badaczy
w innych os$rodkach.

Badania Fumaria officinalis L., powinny by¢ kontynuowane, szczegdlnie
w kierunku dotad mato poznanej aktywnos$ci farmakologicznej, tym bardziej, Zze na
rynku farmaceutycznym dostgpne jest zarowno ziele dymnicy - Fumariae herba jak

1 preparaty zawierajace wyciagi z ziela.
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Klasyfikacja taksonomiczna Fumaria officinalis L.

1. KLASYFIKACJA TAKSONOMICZNA FUMARIA OFFICINALIS L.

Kroélestwo: Eucaryota — Jadrowe

Podkrélestwo: Phytobionta (Plantae) — Ro$liny

Gromada: Spermatophyta — Ro$liny nasienne

Podgromada: Angiospermae (Magnoliophytina) — Okrytonasienne
(Okrytozalazkowe)

Klasa: Dicotyledoneae — Dwuli$cienne

Podklasa: Magnoliidae (Polycarpicae) — Magnoliowcowe

Rzad: Papaverales — Makowce

Rodzina: Fumariaceae — Dymnicowate

Gatunek: Fumaria officinalis L. — Dymnica pospolita

(Patczynski 1 Podbielkowski 1994)

Kroélestwo:
Podkroélestwo:
Gromada:
Podgromada:
Klasa:
Podklasa:
Rzad:
Rodzina:
Rodzaj:

Gatunek:

Plantae - Ro$liny

Tracheobionta — Rosliny naczyniowe
Spermatophyta — Ro$liny nasienne
Magnoliophyta — Rosliny okrytonasienne
Magnoliopsida - Dwuliscienne
Magnoliidae - Magnoliowe

Papaverales - Makowce

Fumariaceae - Dymnicowate

Fumaria L. - Dymnica

Fumaria officinalis L. — Dymnica pospolita

(www.plants.usda.gov)

17



CZESC TEORETYCZNA

Klasyfikacja taksonomiczna Fumaria officinalis L.

Krolestwo:

Podkrolestwo:

Gromada:
Podgromada:
Klasa:
Podklasa:
Rzad:
Rodzina:

Gatunek:

Eukaryota - Jadrowe

Phytobionta — RoS$liny

Telomophyta (Embryophyta) — Rosliny telomowe (Rosliny osiowe)
Magnoliophytina (Angiospermae) — Okrytozalazkowe
Magnoliopsida (Dicotyledones) - Dwuli$cienne

Ranunculiidae - Jaskrowe

Papaverales - Makowce

Fumariaceae - Dymnicowate

Fumaria officinalis L. — Dymnica pospolita

(Szweykowska i Szweykowski 1999)
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2. CHARAKTERYSTYKA BOTANICZNA RODZINY FUMARIACEAE

Rodzina Fumariaceae sktada si¢ z 17 rodzajéow, obejmujacych ok. 530
gatunkéw roslin (Kubitzki i wsp. 1993). We florze polskiej wystepuja rosliny nalezace
do 2 rodzajéw: Corydalis DC. (kokorycz) i Fumaria L. (dymnica) (Drobnik 2007;
Szweykowska 1 Szweykowski 1993).

Rodzaj Corydalis DC. obejmuje gtéwnie byliny, rosnace w lasach lisciastych,
ktére kwitna wczesna wiosng, jeszcze przed rozwinigciem si¢ liSci na drzewach
(Szweykowska i Szweykowski 1993).

Rodzaj Fumaria L. liczy ok. 55 gatunkéw ro$lin rocznych, przewaznie pnacych
lub plozacych (Bown 1999), zczego we florze Polski wystgpuje tylko 8 znich:
Fumaria capreolata L. — dymnica wielkokwiatowa, Fumaria densiflora DC. — dymnica
gestokwiatowa, Fumaria muralis Sond. ex W.D.J. Koch — dymnica murowa, Fumaria
officinalis L. — dymnica pospolita, Fumaria parviflora Lam. — dymnica waskolistna,
Fumaria rostellata Knaf — dymnica szerokodziatkowa, Fumaria schleicheri Soy.-Will.
— dymnica rézowa oraz Fumaria vaillantii Loisel. — dymnica drobnokwiatowa (Mirek
i wsp. 2002).

Niektorzy autorzy do rodziny Fumariaceae zaliczaja rowniez gatunki nalezace
do rodzaju Dicentra Borkh. ex Bernh. (serduszka), a sadzone w Polsce praktycznie
wylacznie w ogrodach (Rutkowski 1998).

Ro$liny nalezace do rodziny Fumariaceae wystepuja gléwnie na potkuli
poinocnej na obszarach o klimacie umiarkowanym. Wiele gatunkéw uprawianych jest
takze w ogrodach ze wzgledu na walory dekoracyjne (Szweykowska 1 Szweykowski

1993).
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Rycina 1. Przedstawiciele rodzaju Fumaria L., Corydalis DC. oraz Dicentra Borkh. ex Bernh.

Gatunki  zrodziny  Fumariaceae nie posiadaja soku  mlecznego,
w przeciwienstwie do gatunkéw z rodziny Papaveraceae, nalezacej rowniez do rzedu
Papaverales. Ich liScie sa czgsto silnie podzielone (Szweykowska i Szweykowski
1993). Najbardziej charakterystyczna cecha tych roslin sa grzbieciste kwiaty (rzadziej
dwuboczne) o dwoéch opadajacych dziatkach kielicha i czterech ptatkach korony,
z ktérych jeden lub dwa wyksztatcaja wyrostek o ksztalcie tgpej ostrogi (Palczynski
1 wsp. 1994; Szweykowska 1 Szweykowski 1993). Sze$¢ precikéw zro$nigtych jest ze
soba po trzy, tworzac dwa peki (Rutkowski 1998; Szweykowska i Szweykowski 1993).
Stupek jeden, gérny, zbudowany jest z dwoch owocolistkéw. Owoc natomiast stanowi

torebka lub rzadziej drobna nietupka (Szweykowska i Szweykowski 1993).
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3. CHARAKTERYSTYKA BOTANICZNA FUMARIA OFFICINALIS L.
Synonimy tacinskie: Fumaria media Lois., Fumaria sturmii Op. (Nowinski 1983)

Synonimy polskie: dymnica pospolita, dymnica lekarska, dyméwka, rutka polna, ptasia

ruta, kokorycz lekarska, kokorycz lekarski (Kuzniewski i Augustyn-Puziewicz 1984)

Synonimy angielskie: common fumitory (Lewkowicz-Mosiej 2010), earth smoke,

hedge fumitory, beggary, fumus, vapor, wax dolls (LaGow 2004)

Synonimy francuskie: fumeterre officinale (Lewkowicz-Mosiej 2010), herbe 4 la

veuve, fiel de terre, herbe 4 la jaunisse (Goetz i wsp. 2009)

Synonimy niemieckie: echter Erdrauch, gewohnlicher Erdrauch, gebriuchlicher

Erdrauch (Goetz 1 wsp. 2009)

Synonimy wloskie: Fumaria comune, feccia, fumosterno (Goetz i wsp. 2009), cresta di

gallo (van Wyk i Wink 2008)

Synonimy hiszpanskie: Fumadria oficinal, sangre de Cristo, fumdeterra, palomilla

(Goetz i wsp. 2009)

Nazwa fumaria pochodzi od tacinskiego stowa ,.fumus” oznaczajacego dym
(Bown 1999). Pliniusz Stary okreslenie ,,fumus” stosowat jako nazweg pewnej rosliny,
ktorej gryzacy sok wyciska 1zy z oczu, tak samo jak dym. Obecnie, uwaza si¢ ze opis
ten dotyczyl dymnicy lekarskiej (Rejewski 1996).

Dymnica lekarska jest gatunkiem rodzimym prawdopodobnie dla obszaru
srédziemnomorskiego (Jasiewicz 1985). Obecnie w stanie dzikim ro$nie niemal w catej
Europie 1Azji, na wyspach Kanaryjskich, Maderze oraz w pdéinocnej Afryce
(Lewkowicz-Mosiej 2012). Zasigg jej wystgpowania obejmuje Europg bez Arktyki, caty
rejon $rodziemnomorski po Etiopig, dalej Syberi¢ Zachodnia po rzeke Ob. Gatunek ten
zostal réwniez zawleczony do Ameryki Péinocnej (Biihring 2010; Nowinski 1983;
Ozarowski i wsp. 1990).

W Polsce dymnica lekarska wystgpuje jako chwast pol, ogrodéw, ugoréw
1 odtogéw (Kuzniewski 1 Augustyn-Puziewicz 1984). Pospolita jest na catym nizu oraz

nizszych potozeniach gérskich (Broda i Mowszowicz 1996). RozluZnienie stanowisk
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daje si¢ zauwazy¢ na przedpolu Karpat 1 w Karpatach (Jasiewicz 1985; Szafer 1927).
Dymnica lekarska preferuje gleby mineralno-préchnicze o obojgtnym odczynie pH.

Najczesciej rosnie na stanowiskach o umiarkowanym lub petnym dostgpie $wiatta

(Zarzycki 1 wsp. 2002).

jﬁiewengléndwi&d'.brg

N

Rycina 2. Fumaria officinalis L. — stan naturalny.

Dymnica lekarska jest wspinajaca si¢ rosling roczna o barwie niebieskawo
zielonej, posiadajaca specyficzny zapach dymu (Aniot-Kwiatkowska i wsp. 1993; van
Wyk i Wink 2008). Lodyga dymnicy lekarskiej jest wzniesiona lub dzwigajaca sig,
galgzista, bogato ulistniona. W miejscach zacienionych czgsto pnaca si¢ przy pomocy

ogonkdéw lisciowych. Osiaga niekiedy wysokos¢ do 50 cm (Jasiewicz 1985; Szafer

1927; Szafer i wsp. 1976).
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Rycina 3. Fumaria officinalis L. — kwitnaca todyga.

Liscie sa szarozielone, podwdjnie pierzastodzielne, o odcinkach pierzasto- lub
dloniastodzielnych. Latki lisciowe zwykle rownowaskolancetowate lub podtugowate,
czasem na szczycie topatkowato rozszerzone (Broda i Mowszowicz 1996; Evans 2009;
KuzZniewski i1 Augustyn-Puziewicz 1984; Mowszowicz 1980; Szafer i wsp. 1976).
Liscie dymnicy lekarskiej sa bardzo zmiennej wielkosci, fatki lisSciowe osiagaja

najczesciej 2 — 3 mm szerokosci (Jasiewicz 1985).

www.gabolény.newenglandwild .org

Rycina 4. Fumaria officinalis L. — liscie.
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Kwiaty sa drobne, réznej dlugosci, grzbieciste, zebrane w zwarte groniaste
kwiatostany (Kuzniewski i Augustyn-Puziewicz 1984; Mowszowicz 1980; Ozarowski
iwsp. 1990). Korona jest purpuroworézowa, rzadziej blador6zowa, na szczycie
ciemnopurpurowa. GoOrny platek jest szeroki, wyraznie bocznie sptaszczony, na
grzbiecie posiada wyrazng zielong linig¢. Szczyt gérnego platka mocno topatkowato
rozszerzony, tepo zakonczony lub zaostrzony. Goérny ptatek jest bardzo szeroko
oskrzydlony, skrzydetka odgigte ku goérze, zazwyczaj przewyzszaja grzbiet. Dolny
ptatek jest waski, na szczycie topatkowato rozszerzony, czasem lekko oskrzydlony.
Ostroga jest wydtuzona, zagigta ku dotowi lub prosta (Jasiewicz 1985). Dziatki kielicha
sa zawsze wegzsze niz korona, jajowate, jajowato-lancetowate, podtugowate lub lekko
tarczowate, z wyraznym nerwem Srodkowym. Brzegi dziatek kielicha sa nieregularnie
zabkowane, a przy podstawie czg¢sto nacinane (Broda i Mowszowicz 1996; Jasiewicz

1985).
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Rycina 5. Fumaria officinalis L. — kwiaty.

Owocem jest tgpa na szczycie, sptaszczona, kulistawa nietupka o pomarszczone;j

powierzchni (Broda i Mowszowicz 1996; Evans 2009).
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Rycina 6. Fumaria officinalis L. — owoce na todydze.

www.plants.usda.gov

Rycina 7. Fumaria officinalis L. — owoce.

Okres kwitnienia dymnicy lekarskiej przypada na miesiace od maja do wrzesnia

(Broda i Mowszowicz 1996; Ozarowski i wsp. 1990).
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4. ZWIAZKI CHEMICZNE W FUMARIA OFFICINALIS L.

Publikacje naukowe odnoszace si¢ do sktadu chemicznego ziela dymnicy,
dotycza gtéwnie alkaloidéw, wystepujacych w tym surowcu. Skiad alkaloidéw dymnicy
lekarskiej byt przedmiotem badan naukowych juz w 1938 roku. Chemik niemieckiego
pochodzenia, Richard Helmuth Manske wyizolowal oraz zidentyfikowal wtedy kilka
alkaloidéw izochinolinowych (MacLean 1969).

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy w zielu dymnicy wystgpuja dwie grupy
zwiazkow alkaloidowych (Mattawska 2008). Sa to alkaloidy izochinolinowe typu
protopiny, protoberberyny, spirobenzyloizochinoliny, ftalidoizochinoliny, narceiny,
benzofenantrydyny, aporfiny, oraz alkaloidy pochodne indenobenzazepiny.
Szczegétowe dane dotyczace zidentyfikowanych w surowcu zwiazkéw alkaloidowych

zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Alkaloidy wystgpujace w zielu dymnicy

Typ / nazwa Wzér chemiczny PiSmiennictwo

ALKALOIDY IZOCHINOLINOWE

Bradley 1992; Bruneton 1999;
Czapska 1988;  Golkiewicz
1 Wawrzynowicz 1970;
MacLean iwsp. 1969; Newall
protopina (fumaryna) 1 wsp. 1996; Petruczynik 2011;
Seger 1 wsp. 2004; Sousek i wsp.
1999; Sturm i wsp. 2005; Suau
iwsp. 2002; Wawrzynowicz

i wsp. 1968

typ protopiny

Bradley 1992; Czapska 1988;
Golkiewicz i Wawrzynowicz
1970; MacLean 1iwsp. 1969;
Newall i wsp. 1996; Seger i wsp.
2004; Sousek i wsp. 1999; Sturm
i wsp. 2005; Suau iwsp. 2002;

kryptopina (kryptokawina)

Wawrzynowicz i wsp. 1968
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Zwiazki chemiczne w Fumaria officinalis L.

Tabela 1. Alkaloidy wystgpujace w zielu dymnicy cd.

typ protoberberyny

aurotensyna (skouleryna)

T
O
O
HO

i
CHj

Bradley 1992; Czapska 1988;

Golkiewicz 1 Wawrzynowicz
1970; MacLean 1iwsp. 1969;
Newall 1 wsp. 1996;

Wawrzynowicz i wsp. 1968

stylopina

<1
L

Bradley 1992; Czapska 1988;
Golkiewicz 1 Wawrzynowicz
1970; MacLean iwsp. 1969;
Newall 1iwsp. 1996; Sousek
iwsp. 1999; Wawrzynowicz

i wsp. 1968

N-metylostylopina

Sousek i wsp. 1999

C|3H3 Bradley 1992; Czapska 1988;
0 Golkiewicz i Wawrzynowicz
O N 1970; MacLean iwsp. 1969;
synaktyna (Clj)Hg o Newall i wsp. 1996; Seger i wsp.
O > 2004; Sousek i wsp. 1999; Sturm
o 1 wsp. 2005; Suau i wsp. 2002;
Wawrzynowicz i wsp. 1968
CHjy
5

N-metylosynaktyna

Bradley 1992; Newall i wsp.
1996

koptyzyna

Sousek i wsp. 1999;

Wawrzynowicz i wsp. 1968
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Zwiazki chemiczne w Fumaria officinalis L.

Tabela 1. Alkaloidy wystgpujace w zielu dymnicy cd.

typ spirobenzyloizochinoliny

fumarytyna

Bradley 1992; MacLean iwsp
1969; Newall iwsp. 1996;
Sousek i wsp. 1999; Suau i wsp.
2002

fumarycyna

Bradley 1992; Bruneton 1999;
MacLean i wsp. 1968; MacLean
i wsp. 1969; Newall i wsp. 1996;
Sousek i wsp. 1999

fumarylina

Bradley 1992; Bruneton 1999;
MacLean i wsp. 1968; MacLean
i wsp. 1969; Newall i wsp. 1996;
Sousek i wsp. 1999; Suau i wsp.
2002

(-)-fumarofycyna

Seger 1 wsp. 2004; Sousek i wsp.
1999; Sturm i wsp. 2005; Suau
i wsp. 2002

(+)-parfumina

Seger 1 wsp. 2004; Sousek i wsp.
1999; Sturm i wsp. 2005; Suau
i wsp. 2002
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Zwiazki chemiczne w Fumaria officinalis L.

Tabela 1. Alkaloidy wystgpujace w zielu dymnicy cd.

(-)-O-metylofumarofycyna

Seger 1 wsp. 2004; Sousek i wsp.
1999; Sturm i wsp. 2005

typ ftalidoizochinoliny

(+)-adlumina

Seger i wsp. 2004; Sturm i wsp.
2005; Suau i wsp. 2002;

(+)-korlumina

Seger i wsp. 2004; Sturm i wsp.
2005

(-)-a-hydrastyna

Seger i wsp. 2004; Sturm i wsp.
2005

typ narceiny

adlumiceina

Sousek i wsp. 1999
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Zwiazki chemiczne w Fumaria officinalis L.

Tabela 1. Alkaloidy wystgpujace w zielu dymnicy cd.

o)
U
X 6}

Newall i wsp. 1996; Petruczynik

sangwinaryna 2011; Wawrzynowicz 1 wsp.
MNen, 1968
>
a
>
°
2
§ dihydrosangwinaryna Suau i wsp. 2002
[=}
<L
S
N
=i
o
=}
o
Ty
Korvdam Seger i wsp. 2004; Sturm i wsp.
orydamina
2005
>
R
q: .
=3 korytuberyna Sousek i wsp. 1999
o
=

fumarytrydyna

Bradley 1992; Newall i wsp.
1996

fumarytryna

Bradley 1992; Bruneton 1999;
Newall i wsp. 1996;
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Tabela 1. Alkaloidy wystgpujace w zielu dymnicy cd.

fumarofina Bruneton 1999

Farmakopea Polska IX w monografii Fumariae herba ziele dymnicy podaje, iz
substancje roslinng stanowia cate lub potamane, wysuszone nadziemne czgs$ci Fumaria
officinalis L., zebrane w pelni kwitnienia. Ziele dymnicy powinno zawiera¢ nie mniej
niz 0,40% sumy alkaloidéw w przeliczeniu na protoping (Farmakopea Polska IX).
Wedtug danych literaturowych zawarto$¢ ta najczesciej waha si¢ w granicach 0,5-1,0%
(Wagner 1 Bladt 1996).

Naukowcy opracowali liczne sposoby rozdziatu zespolu alkaloidéw ziela
dymnicy. Metody te, to m.in. chromatografia preparatywna na ptytkach pokrytych
zelem krzemionkowym (J6zwiak 1 Waksmundzka-Hajnos 2007), chromatografia
planarna z wykorzystaniem bibuty chromatograficznej (Wawrzynowicz i wsp. 1968),
rozdzial przeciwpradowy w aparacie Craiga (Wawrzynowicz i Waksmundzki 1968)
oraz chromatografia kolumnowa (Golkiewicz i Wawrzynowicz 1970).

Dominujacym w zielu dymnicy alkaloidem jest protopina (Bradley 1992). Jej
ogllna zawartos¢ wynosi 0,08-0,40% (Czapska 1988; Wichtl 2004). W zwiazku
z wysoka zawartoscia protopiny w zielu dymnicy (Wynne i wsp. 2004) prowadzone
byly intensywne badania nad efektywnymi metodami jej izolacji oraz optymalizacja
tego procesu (Rakotondramasy-Rabesiaka i1 wsp. 2007; Rakotondramasy-Rabesiaka
1 wsp. 2008; Rakotondramasy-Rabesiaka i wsp. 2009). Opracowano réwniez metody
oznaczania protopiny w zielu dymnicy. Przykladem moze tu by¢ metoda
chromatograficzno-spektrofotometryczna (Czapska 1988), czy tez polaczenie
chromatografii cienkowarstwowej z densytometria (Vrancheva i wsp. 2012).

W zielu dymnicy stwierdzono réwniez obecnos¢ zwiazkéw polifenolowych.
Przeprowadzone analizy ilosciowe z wykorzystaniem odczynnika Folin-Ciocalteu

wykazaly, ze zawarto$¢ sumy polifenoli w zielu dymnicy w przeliczeniu na kwas

31




CZESC TEORETYCZNA Zwiazki chemiczne w Fumaria officinalis L.

galusowy wynosi od 10,50 mg GAE/g do 30,30 mg GAE/g (w zaleznos$ci od cytowane;j
publikacji) (Ivanov 1 wsp. 2014; Sengul 1 wsp. 2009).

Na poczatku lat 70-tych, francuscy badacze wyizolowali z ziela dymnicy oraz
zidentyfikowali za pomoca chromatografii bibutowej, analizy produktéw hydrolizy
1 analizy spektralnej w nadfiolecie, pig¢ zwiazkéw flawonoidowych: 3-glukozyd
kwercetyny, 3,7-diglukozyd kwercetyny, 3-arabinoglukozyd kwercetyny, rutyng wraz
ze $ladowymi ilo$ciami 3-arabinozydu kemferolu (Torck i wsp. 1971). Kolejna prébe
izolacji oraz identyfikacji zwiazkéw flawonoidowych w surowcu podjeto w 1989 roku
w Katedrze i Zakladzie Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
W badaniach uwzgledniono tylko frakcj¢ octanu etylu, oraz wstgpnie analizowano
frakcje butanolowa. Wyniki uzyskane za pomoca analizy chromatograficznej
(cienkowarstwowej i bibutowej), spektralnej w nadfiolecie oraz hydrolizy wskazywaty
na obecno$¢ pochodnych kwercetyny i kemferolu. (Ellnain-Wojtaszek 1 wsp. 1989). Po
zakonczeniu badan, przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej,
w 2014 ukazaly si¢ dwie publikacje, ktérych autorzy za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej potwierdzili obecno$¢ 3,7-di-O-glukozydu kwercetyny,
3-O-arabinoglukozydu kwercetyny, 3-O-glukozydu kwercetyny oraz rutyny w wyciagu
z ziela dymnicy. Stwierdzili oni takze obecno$¢ mirycetyny, kemferolu, kwercetyny,
hiperozydu oraz apigeniny (Ivanov i wsp. 2014; Karioti i wsp. 2014).

W zielu dymnicy wykazano réwniez obecnos¢ wolnych kwaséw fenolowych,
takich jak: kwas p-kumarowy, kwas synapinowy (Ivanov i wsp. 2014), kwas ferulowy
(Ivanov i wsp. 2014; Sousek i wsp. 1999), kwas protokatechowy (Sousek i wsp. 1999),
kwas kawowy (Bradley 1992; Newall iwsp. 1996; SouSek iwsp. 1999), kwas
chlorogenowy (Bradley 1992; Newall i wsp. 1996), atakze wystgpowanie polaczen
estrowych, pochodnych kwasu hydroksycynamonowego z kwasem jabtkowym (Frohne
2010; Wichtl 2004).

W zielu dymnicy wystgpuja ponadto §luzy, zywice (Jurkowska 2005; Newall
i wsp. 1996; Wawrzyniak 1992), zwiazki goryczowe (Jurkowska 2005; Newall i wsp
1996), garbniki, sole mineralne (Jurkowska 2005; Wawrzyniak 1992), witamina C
(Jurkowska 2005), atakze organiczne kwasy alifatyczne takie jak: kwas fumarowy
(Bradley 1wsp. 1992; Jurkowska 2005; Newall iwsp 1996; SouSek iwsp. 1999;
Wawrzyniak 1992) i kwas jabtkowy (Sousek i wsp. 1999).
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5. DZIALANIE FARMAKOLOGICZNE FUMARIA OFFICIANLIS L.

DZIALANIE SPAZMOLITYCZNE

Dziatanie rozkurczowe dymnicy lekarskiej na migs$nie gtadkie oraz zwieracze
przewodu pokarmowego wykazano w badaniach na zwierzgtach. Eksperyment ten
polegal na pomiarze szybkosci tranzytu pokarmowego u s$win, ktérym podawano
wyciag z ziela dymnicy oraz poréwnaniu uzyskanych wynikéw z grupa kontrolna
(Borgida 1973). Podreczniki z zakresu ziotolecznictwa informuja, ze ziele dymnicy
przywraca prawidlowa perystaltyke jelit, odpowiednie rozmieszczenie tresci
pokarmowej i regularne wyprédznienia (Ozarowski 1980; Ozarowski i Jaroniewski 1987;
Ozarowski 1 wsp. 1978). Wskazuja réwniez na efekt spazmolityczny w obrgbie drog
z6tciowych i moczowych, atakze naczyn krwionos$nych (Frohne 2010; Ozarowski

1980; Ozarowski i Jaroniewski 1987; Ozarowski i wsp. 1978).

DZIAL ANIE AMFOCHOLERETYCZNE

Aktywno$¢ amfocholeretyczna ziela dymnicy zostala wykazana u szczuréw
laboratoryjnych juz w 1966 roku (Boucard i Laubenheimer 1966). Preparaty z ziela
dymnicy zwigkszaja wytwarzanie z6ici, stosownie do potrzeb organizmu lub hamuja
produkcje zotci w przypadku jej nadmiaru. Nie wywieraja wplywu natomiast
w momencie prawidlowego wydzielania z6tci. Wykazano ponadto, ze dymnica lekarska
posiada wtasciwosci cholescystokinetyczne (pobudzajace oprdéznianie pgcherzyka
z0tciowego), gdyz poprzez rozkurczajacy wplyw na zwieracz Oddiego, ulatwia
przeptyw z6ici do dwunastnicy (Bradley 1992; Nowak 2012; Ozarowski 1980;
Ozarowski i Jaroniewski 1987; Ozarowski i wsp. 1978).

Przeprowadzono badania kliniczne w ktérych wzigli udziat pacjenci z réznymi
zaburzeniami wydzielania z6tci, bedacymi nastgpstwem usunigcia pgcherzyka
z6kciowego, dyskinezy drég zoéiciowych lub zapalenia pgcherzyka zotciowego i drog
z6kciowych, leczeni wczesniej nieefektywnie przez okres dwoéch lat. Wykazano, ze
ekstrakt z ziela dymnicy przyjmowany w dawkach 6 x 250 mg i 4 x 250 mg po dwdéch
tygodniach stosowania, znacznie zmniejszat objawy takie jak bdle brzucha w prawe;j
gbrnej czgsci, bole popositkowe, wzdgcia, nudnosci, wymioty, trudnosci ze snem i béle
glowy. Efekt ten zaobserwowano u 71% badanych. Efektywnos$¢ dziatania wodnego,

suchego ekstraktu z ziela dymnicy w dawce 750 — 1500 mg na dobg, podawanego przez
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okres 1 — 3 miesigcy wyniosta Srednio 78,5%. Najwyzsza skuteczno$¢ (100%)
zanotowano u osob zkamica zO6lciowa, natomiast najnizsza (66%) u pacjentow

z z6ttaczka, bedaca nastepstwem wirusowego zapalenia watroby (Nowak 2012).

DZIAL ANIE HEPATOPROTEKCYINE

W celu spowodowania uszkodzenia watroby, podawano szczurom podskérnie
0,8 mL/kg masy ciata 30% roztworu czterochlorku wegla (CCly) w parafinie. Grupom
badanym aplikowano dodatkowo doustnie etanolowy wyciag z ziela dymnicy w ilosci
od 100 do 500 mg/kg masy ciata. W przypadku kontroli negatywnej podawano 0,9%
roztwor chlorku sodu (NaCl), natomiast jako substancj¢ standardowa, zastosowano
sylimaryne w ilosci 100 mg/kg masy ciata.

W celu wykazania dziatania hepatoprotekcyjnego, wykonano analiz¢ poziomu
markeréw  biochemicznych krwi takich jak: aminotransferaza alaninowa,
aminotransferaza asparaginianowa, fosfataza alkaliczna, bilirubina, cholesterol oraz
triglicerydy. Uzyskane warto$ci powyzszych parametréw jednoznacznie wskazywaty na
zalezny od dawki efekt hepatoprotekcyjny etanolowego wyciagu z ziela dymnicy.
Wyniki uzyskane w grupie szczuréw, ktérym podawano 500 mg/kg masy ciata wyciagu
z ziela dymnicy byty poréwnywalne do tych w grupie otrzymujacej sylimaryng.

Wykonano réwniez pomiar dziennego wydalania z moczem kwasu
askorbinowego ubadanych szczuréw. Zmiany wilosci wydalanego kwasu
askorbinowego z moczem, odzwierciedlaja zmiany jego poziomu w watrobie, gdzie
wytwarzany jest jako metabolit glukozy i galaktozy w szlaku kwasu glukuronowego.
Ztego powodu parametr ten moze by¢ stosowany jako wskaznik stopnia
hepatotoksyczno$ci, wywotanej czterochlorkiem wegla. U szczuréw, ktérym podano
wyciagi z ziela dymnicy lub sylimaryng, poziom kwasu askorbinowego w wydalanym
moczu zblizony byt do wartosci fizjologicznych.

Szczury biorace udziat w badaniu poddano réwniez resekcji watroby,
a uzyskany materiat biologiczny, analizowano histopatologicznie (Rycina 8) (Sharma

i wsp. 2012).
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Rycina 8. Obraz mikroskopowy watroby szczuréw; (a) — kontrola negatywna

(1 mL/kg masy ciata 0,9% NaCl p.o.); (b) — kontrola pozytywna (0,8 mL/kg

masy ciata 30% roztworu CCly s.c.); (¢) — 0,8 mL/kg masy ciata 30%
roztworu CCly s.c. + 100 mg/kg masy ciala wyciagu z ziela dymnicy p.o.; (d)
— 0,8 mL/kg masy ciala 30% roztworu CCly s.c. + 200 mg/kg masy ciata
wyciagu z ziela dymnicy p.o.; (e) — 0,8 mL/kg masy ciata 30% roztworu CCl,
s.c. + 500 mg/kg masy ciala wyciagu z ziela dymnicy p.o.; (f) - 0,8 mL/kg
masy ciata 30% roztworu CCly s.c. + 100 mg/kg masy ciata sylimaryny p.o.

(Sharma i wsp. 2012).

WPEYW NA PROFIL HEMATOLOGICZNY

Wplyw wodno-alkoholowego wyciagu z ziela dymnicy na profil hematologiczny
analizowano na krélikach nowozelandzkich. Zwierzgta podzielono na trzy grupy. Dwie
grupy otrzymywaty doustnie wyciag z ziela dymnicy, odpowiednio 200 mg/kg masy
ciata oraz 400 mg/kg masy ciata. Trzecia grupg stanowita kontrola. Uzyskane wyniki

badan prébek krwi pobranej z komory serca wskazywaly na zmniejszenie wartosci
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parametréw takich jak: wskaznik hematokrytowy, poziom hemoglobiny, srednia
objetos¢ krwinki czerwonej, poziom erytrocytéw, catkowity poziom leukocytéw oraz
poziom neutrofili u krélikéw, ktérym podawano wyciag z ziela dymnicy. Poziom
obserwowanej redukcji aktywno$ci hematologicznej byl niezalezny od wielko$ci
podawanych dawek wyciagu. Stwierdzono réwniez, ze wyciag zziela dymnicy
powoduje wzrost liczby limfocytéw, eozynofili oraz monocytéw w krwi badanych

zwierzat (Khoshvaghti i wsp. 2013).

DZIALANIE PRZECIWARYTMICZNE

W badaniu aktywnosci przeciwarytmicznej wykorzystano zespo6l alkaloidow
dymnicy lekarskiej, nazwany przez naukowcéw TAFOL (total alkaloids of Fumaria
officinalis L.), ktéry uzyskano oczyszczajac przy pomocy Zywicy jonowymiennej,
zakwaszony kwasem siarkowym, wodny wyciag z dymnicy lekarskiej. Aktywnosc
przeciwarytmiczna badano na biatych myszach oraz krélikach.

W celu uzyskania arytmii u myszy, zastosowano dozylne podanie chlorku
wapnia. TAFOL podany dozylnie wdawce 5 mg/kg masy ciala, zwigkszat
przezywalnos¢ myszy o 50% w poréwnaniu do kontroli, jak réwniez wydtuzal ponad
2,5-krotnie czas od momentu indukcji arytmii do $mierci zwierzgcia. Jako substancje
referencyjne wykorzystano w badaniu chinidyng oraz etmozyng. Etmozyna w dawce
3 mg/kg masy ciata, zapobiegata $mierci 40% myszy. Chinidyna natomiast w zakresie
1-15 mg/kg masy ciala nie wykazywata dzialania protekcyjnego, wydtuzata wytacznie
czas do wystapienia zgonu. Wykonano réwniez pomiary w przypadku zastosowania
u myszy czystej protopiny oraz kryptopiny. Tylko kryptopina w dawce 10 mg/kg masy
ciata, zwigkszata przezywalno$¢ u myszy o 15,5% (Gorbunov i wsp. 1977).

W eksperymencie na krélikach, arytmi¢ indukowano za pomoca podawanej
dozylnie adrenaliny. TAFOL w dawce 0,5 mg/kg masy ciata, przeciwdziatal rozwojowi
arytmii u 50% zwierzat, natomiast zwigkszenie dawki do 1 mg/kg masy ciata,
hamowato arytmi¢ juz u 90% krélikéw. Protopina w dawce 0,5 mg/kg masy ciala nie
wywierata zadnego efektu, natomiast dawka 1 mg/kg masy ciata przeciwdziatata
arytmii u 40% zwierzat. Kryptopina podana w analogicznych dawkach nie wykazywata
efektu przeciwarytmicznego. W eksperymencie na krélikach, wykorzystano réwniez
substancje referencyjne: chinidyng oraz etmozyng. Chinidyna podana w dawce 5 mg/kg

masy ciala, zapobiegata zaburzeniom pracy serca u 66,6% zwierzat. Etmozyna
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natomiast efekt przeciwarytmiczny wykazywata w dawce 0,3 mg/kg masy ciata u 20%

krolikow oraz w dawce 0,6 mg/kg masy ciata u 50% krolikow (Gorbunov i wsp. 1977).

DZIALANIE PRZECIWNOWOTWOROWE

Naukowcy z Uniwersytetu Abant Izzet Baysal w Turcji przeprowadzili badania
przesiewowe 16 gatunkéw roslin w kierunku ich dziatania przeciwnowotworowego.
W eksperymencie wykorzystano m.in. wodny, etanolowy oraz metanolowy wyciag
z ziela dymnicy. W badaniach zastosowano zmodyfikowana metode z uzyciem krazkow
ziemniaka (Solanum tuberosum L..) oraz szczepu bakterii Agrobacterium tumefaciens
(ATCC 23341). Najwyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa sposréd analizowanych
ekstraktéw z ziela dymnicy, wykazat wyciag wodny. Stopien zahamowania nowotworu
byl taki sam jak w przypadku zastosowanej kontroli pozytywnej w postaci
kamptotecyny 1 wyniost 100%. Wyciag etanolowy oraz metanolowy, wykazywatly

aktywnos$¢ hamujaca odpowiednio na poziomie 65% i 73% (Karakas i wsp. 2012).

DZIALANIE ANTYOKSYDACYJNE

Analizowano aktywno$¢ przeciwutleniajaca wyciagu zziela dymnicy,
uzyskanego przez ekstrakcj¢ surowca 70% etanolem w temperaturze 70°C. W badaniu
wykorzystano metod¢ z uzyciem odczynnika DPPH oraz ABTS, jak réwniez analize
FRAP i1 CUPRAC. Jako substancje referencyjne o udowodnionej aktywnosci
antyoksydacyjnej, zastosowano: kwercetyng, rutyng, kwas ferulowy, kwas synapinowy
oraz kwas p-kumarowy. Wyniki otrzymane we wszystkich czterech analizach
jednoznacznie wskazywaty, ze etanolowo-wodny wyciag z ziela dymnicy posiada silne
wlasciwosci antyoksydacyjne (Ivanov i wsp. 2014).

Przeprowadzono rowniez badania metanolowego wyciagu z nadziemnych czesci
dymnicy lekarskiej, uzyskanego poprzez ekstrakcje surowca w aparacie Soxleta.
W analizie wykorzystano odczynnik [-karoten - kwas linolowy. Aktywno$¢
antyoksydacyjna wyciagu metanolowego, okre§lano poprzez pomiar stopnia
zahamowania tworzenia si¢ lotnych zwiazkéw organicznych i wodoronadtlenkéw
sprz¢zonych diendéw, powstajacych podczas utleniania kwasu linolowego. Ekstrakt

z ziela dymnicy wykazywal aktywnos¢ hamujaca na poziomie 78,93%. Uzyskany
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wynik zestawiono z substancjami referencyjnymi: BHA (200 mg/L) — 93,21% oraz
BHT (200 mg/L) — 90,71% (Sengul i wsp. 2009).

Pozytywne wyniki uzyskano réwniez w badaniach in vivo wlasciwosci
przeciwutleniajacych etanolowego maceratu zliSci dymnicy lekarskiej. W celu
wywolania immunotoksycznosci oraz stresu oksydacyjnego, aplikowano szczurom 20%
etanol. Nastgpnie podawano doustnie wyciag z liSci dymnicy lekarskiej lub mieszaning
witamin C i E w dawce 100 mg/kg masy ciata. Wykonujac pomiary parametréw takich
jak fagocytoza, catkowity poziom leukocytéw, stopien peroksydacji lipidéw, ilos¢
zredukowanego glutationu, odpowiedz humoralna i komérkowa, aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej 1 katalazy, wykazano ze, wyciag z lisci dymnicy lekarskiej zapobiegat
negatywnym zmianom wywolywanym przez etanol, poréwnywalnie do mieszaniny
witamin C iE, posiadajacych udokumentowana aktywno$¢ antyoksydacyjna (Wasu

1 Muley 2009).

DZIAL ANIE PRZECIWDROBNOUSTROJOWE

W dostgpnej literaturze naukowej odnalez¢ mozna liczne wyniki badan
wskazujace na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wyciagéw z ziela dymnicy.
Wykazano dziatanie przeciwbakteryjne wyciaggu etanolowego  w kierunku:
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis (Shah i wsp. 2012), Serratia marcescens
oraz Salmonella typhimurium (Karakas iwsp. 2012). Wyciag heksanowy posiadat
aktywnos$¢ przeciwbakteryjna w stosunku do Staphylococcus epidermidis 1 Escherichia
coli (Shah 1 wsp. 2012). Wyciag metanolowy wykazywal aktywnos$¢ w stosunku do
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus (Sengul i wsp. 2009),
wyciag wodny natomiast w stosunku do Salmonella typhimurium (Karakas i wsp.
2012). Najszersze spektrum dziatania przeciwbakteryjnego zanotowano dla wyciagu
uzyskanego przez ekstrakcj¢ ziela dymnicy za pomoca mieszaniny etanol — woda
(80:20). Szczepy wrazliwe na dziatanie tego wyciagu to: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus

vulgaris, Bacillus cereus, Mycobacterium smegmatis 1 Micrococcus luteus (Dulger

1 Gomuz 2004).
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Badania wykazaty rowniez aktywno$¢ przeciwgrzybicza wyciagu etanolowego
(Trichoderma, Alternaria solani, Aspergillus niger), metanolowego (Saccharomyces
boulardi, Saccharomyces cerevisiae, Cladosporium herbarum, Paecilomyces variotii)
(Sengul i wsp 2009), heksanowego (Alternaria solani, Aspergillus niger) (Shah i wsp.
2012), wodnego (Cladosporium herbarum) (Sengul iwsp. 2009) oraz etanolowo-
wodnego (Candida albicans, Kluyveromyces fragilis, Rhodotorula rubra) (Dulger

1 Gomuz 2004).

DZIALANIE PRZYWROBOICZE

Prowadzono réwniez badania nad dzialaniem przywrobdjczym wyciagu
metanolowego z ziela dymnicy. Uzyskane wyniki wykazaty brak aktywnos$ci wobec

Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni oraz Echinostoma caproni (Ferreira 2011).

6. ZASTOSOWANIE FUMARIA OFFICIANLIS L.

Pierwsze wzmianki na temat dymnicy lekarskiej pojawity si¢ juz w starozytnej
Grecji 1 Rzymie (Strzelecka i Kowalski 2000). Chociaz greccy lekarze niewiele
wiedzieli o dymnicy lekarskiej, to Arabowie cenili ja jako srodek na ,,oczyszczanie
krwi”. Do Europy wiedza ta dotarta poprzez szkot¢ medykéw w Salerno. Ziele dymnicy
bardzo czesto pojawia si¢ juz w Sredniowiecznych zielnikach (Mayer i wsp. 2004).

W dostgpnej literaturze najobszerniej opisane jest zastosowanie dymnicy
lekarskiej w leczeniu choréb drég zotciowych. Preparaty z ziela dymnicy wykazuja
dziatanie rozkurczowe na gérne odcinki uktadu pokarmowego, stad tez stosowane sa
w zaparciach oraz spastycznych boélach przewodéw zétciowych (Borkowski i wsp.
1994; Bruneton 1999; Wichtl 2004).

Podstawowymi wskazaniami do wilaczenia do prowadzonego leczenia,
podawania wewngtrznego dymnicy lekarskiej sa niedobory zoéfci, spowodowane
niewydolnoscia watroby, kolka zo6tciowa, jak réwniez zespét objawéw po
chirurgicznym usunigciu kamieni zo6tciowych. Ponadto wyciagi z ziela dymnicy
stosowane sa Ww terapii ukierunkowanej na zwalczanie probleméw, wynikajacych
z nadmiernego wydzielania z6ici, w zespole spastyczno-nadci$nieniowym z zastojami

z06tci 1bolem oraz w dyskinezie, wywotane] skurczem zwieracza banki watrobowo-
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trzustkowej, a takze w objawach towarzyszacych tym schorzeniom (Ozarowski 1980).
W przypadku choréb watroby 1drég zoétciowych, podczas ktérych wystepuje
upos$ledzenie wytwarzania zotci oraz jej przeptywu, najczesciej stosuje si¢ odwar z ziela
dymnicy (Ozarowski iwsp. 1978). Zalecana dlugo$¢ terapii oscyluje w przedziale
10 — 15 dni, w czasie ktorych nalezy od dwéch do czterech razy dziennie przyjmowac
doustnie 1 — 3 tyzek odwaru, przygotowanego z'2 tyzki ziela dymnicy, zalanego
250 mL letniej wody i gotowanego przez 3 minuty (Ozarowski i Jaroniewski 1987).

Prowadzone byly badania nad mozliwoscia zastosowania ziela dymnicy
w terapii syndromu jelita drazliwego, jednak uzyskane wyniki byly poréwnywalne
z placebo (Brinkhaus 1 wsp 2005).

Podajac wyciagi z ziela dymnicy jako uzupetnienie terapii alkaloidami sporyszu
(ergotamina, dihydroergotamina), mozna uzyska¢ dobre wyniki w leczeniu migreny,
indukowanej przez dyskinez¢ z6iciowa, kamicg zétciowa i niewydolnos¢ watroby, jak
rowniez w terapii typowej migreny (Ozarowski 1980; Ozarowski 1 wsp. 1978).

Ponadto dymnica lekarska, podawana wewngtrznie, wykorzystywana jest jako
srodek przeczyszczajacy. Podanie doustne stosuje si¢ takze w celu zwigkszenia diurezy,
(Skidmore-Roth 2001; Wichtl 2004), jak 1 obnizenia ci$nienia krwi (Sturm 1 wsp. 20006).
U 0s6b wyczerpanych fizycznie i rekonwalescentéw po cigzkich chorobach zakaznych,
ziele dymnicy podawane wewnetrznie, stosowane jest jako $rodek wzmacniajacy
(Sarwa 2001). Znane jest rOwniez wewngtrzne zastosowanie dymnicy lekarskiej
w leczeniu w choréb reumatycznych (Sturm i wsp. 2006), nerwic wegetatywnych oraz
nadkwasoty (Sarwa 2001).

Z kolei stosowane zewngtrznie wyciagi z ziela dymnicy, wykorzystywane sa
w leczeniu wykwitow skérnych (Ebadi 2002), egzemy (Ebadi 2002; Skidmore-Roth
2001), tuszczycy oraz $wierzbu (Skidmore-Roth 2001). Dymnica lekarska w postaci
lotionu do przemywania oczu, stosowana jest w zapaleniu spojéowek (Ebadi 2002),
natomiast w postaci oktadéw i przymoczek na ropiejace zranienia (Sarwa 2001).

W leczeniu egzemy oraz dermatoz, wykorzystuje si¢ taczne podanie doustne
oraz stosowanie zewngtrzne wyciagéw z ziela dymnicy (Erdogrul 2002).

Zewngtrzne zastosowanie dymnicy lekarskiej w zakresie leczenia choréb skory,
moze by¢ zwiazane z obecnoscia w roslinie kwasu fumarowego. Obecnie kwas
fumarowy, otrzymywany jest syntetycznie iwchodzi w sktad m.in. preparatéw,

tagodzacych objawy tuszczycy (Wichtl 2004).
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O cennych wtasciwosciach leczniczych dymnicy lekarskiej $wiadcza jej
r6znorodne zastosowania w medycynie ludowej wielu panstw. W Turcji dymnicg
lekarska stosuje si¢ jako srodek przeczyszczajacy oraz moczopedny (Dulger i Gomuz
2004). W Pakistanie jest S$rodkiem przeciwgoraczkowym (Shah 1iwsp. 2012).
W centralnej czg¢sci Wiloch stosuje si¢ cata rosling w postaci naparu lub odwaru
w leczeniu choréb reumatycznych, stanéw zapalnych stawdw, miazdzycy tgtnic oraz
jako $rodek do oczyszczania krwi (Hinsel i wsp. 1993). We Wiloszech oraz Tunezji
dymnice lekarska, wykorzystuje si¢ jako srodek do leczenia obrzekéw (Leporatti
1 Ghedira 2009). W Butgarii pozbawiony alkaloidow wyciag, stosuje si¢ w leczeniu
nadci$nienia tgtniczego. Na Wyspach Kanaryjskich dymnica lekarska znalazta
zastosowanie jako $rodek hipoglikemiczny. W Hiszpanii natomiast, nadziemne czg¢sci
rosliny wykorzystuje si¢ w infekcjach, réznorodnych dolegliwosciach skurczowych,
a takze jako srodek o dziataniu wzmacniajacym (Hinsel i wsp. 1993).

Dymnica lekarska znalazta réwniez zastosowanie w homeopatii. Podstawowym
zatozeniem homeopatycznej metody leczenia jest postugiwanie si¢ Srodkami
wywolujacymi objawy podobne do objawéw choroby, ktéra nalezy wyleczy¢ (Boulet
2009). Opracowano w zwiazku z tym zespot objawéw chorobowych, ktory stanowi
przestanke wlaczenia do terapii preparatow homeopatycznych zawierajacych dymnice
lekarska. Symptomy te to objawy psychiczne, takie jak: splatanie, powazne problemy
z koncentracja, poczucie braku jasno$ci umystu, przygnebienie, zmienno$¢ nastrojéw,
stany lgkowe, intensywne marzenia senne, zmegczenie oraz znuzenie, nasilajace sig
o godzinie 16.00, a takze ucisk w gardle, ostre bdle i1 skurcze w okolicach brzusznych,
wzdecia, biegunka, luzne stolce oraz wykwity skérne (Riley 2012).

Najbardziej rozpowszechnionym na polskim rynku aptecznym lekiem ztozonym
zawierajacym w skladzie dymnice lekarska sa tabletki Boldovera® produkowane przez
firm¢ Aflofarm, majace status leku. Zawieraja one oprocz 10 mg Fumariae extractum
siccum, 15 mg Aloe extractum siccum oraz 1 mg Boldinum (alkaloid izochinolinowy
pozyskiwany z Peumus boldus Mol.). Wskazaniami do stosowania preparatu
Boldovera® sa zaburzenia trawienia, spowodowane zaburzeniami wydzielania zotci
(wzdgcia, uczucie petnosci, odbijanie), lekkie skurczowe dolegliwosci zoétadkowo-
jelitowe oraz tagodne zaparcia, zwiazane np. ze zmiang diety lub miejsca pobytu (ulotka
dla pacjenta — Boldovera® tabletki). Dopuszczenie do obrotu w Polsce posiada takze
zioto pojedyncze — Fumariae herba, ktére moze stuzy¢ do przygotowywania kapieli

relaksacyjno-odprezajacych (www.flos.pl). W Polsce zarejestrowane sa réwniez
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preparaty homeopatyczne Lymphomyosot® firmy Heel w postaci tabletek
podjezykowych i kropli doustnych, zawierajace w sktadzie dymniceg lekarska. Tabletki
podjezykowe Lymphomyosot® zawieraja 15 mg Fumaria officinalis D4 w jednej
tabletce, krople natomiast 5g Fumaria officinalis D4 w 100g kropli (ulotka dla pacjenta
— Lymphomyosot® Hell tabletki; ulotka dla pacjenta — Lymphomyosot® Heel krople

doustne).

7. PRZECIWWSKAZANIA, DZIALANIA NIEPOZADANE, INTERAKCJE ORAZ

TOKSYCZNOSC

Przeciwwskazaniem do stosowania preparatéw, zawierajacych ziele dymnicy
jest niedrozno$¢ drég zotciowych (Nowak 2012). Ziela dymnicy nie nalezy réwniez
stosowacé u 0s6b z podwyzszonym cisnieniem wewnatrzgatlkowym oraz u chorujacych
na epilepsj¢ (Skidmore-Roth 2001). Wptyw preparatéw, zawierajacych dymnicg
lekarska na ptéd nie zostat dostatecznie zbadany, stad tez nie zaleca si¢ ich stosowania
u kobiet w okresie ciazy i laktacji (Bradley 1992; Skidmore-Roth 2001). Ziela dymnicy
nie nalezy podawa¢ réwniez dzieciom (Skidmore-Roth 2001). Wodno-alkoholowy
wyciag z ziela dymnicy wykazywatl redukcje aktywnosci hematologicznej w badaniach
na krélikach, dlatego tez nalezy zachowac ostrozno$¢ w przypadku oséb z anemig lub
chorobami immunologicznymi (Khoshvaghti i wsp. 2013).

Terapia z wykorzystaniem dymnicy lekarskiej, obciazona jest ryzykiem

wystapienia dziatah niepozadanych ze strony:
e ukladu sercowo-naczyniowego (obnizenie cisnienia krwi),

e centralnego ukladu nerwowego (ryzyko wystapienia ataku padaczkowego

w przypadku stosowania wysokich dawek),
® narzadu wzroku (wzrost ci§nienia wewnatrzgatkowego),

e ukladu pokarmowego (wymioty, nudnosci, brak taknienia) (Skidmore-Roth
2001).
Dlugotrwale stosowanie dymnicy lekarskiej moze doprowadzi¢ do wystapienia
objawéw jaskry (Ozarowski i Jaroniewski 1987). Przedawkowanie surowca moze
powodowa¢ zwigkszona senno$¢ (Erdogrul 2002). Ze wzgledu na ryzyko porazenia

miegs$ni gladkich oraz niekorzystny wplyw na pracg serca, w przypadku stosowania
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wigkszych dawek wyciagéw z ziela dymnicy, zalecana jest konsultacja lekarska (Mackl
i Krejca 1989).

Preparaty zawierajace dymnic¢ lekarska moga wchodzi¢ w interakcje z lekami
przeciwarytmicznymi, B-adrenolitycznymi oraz glikozydami nasercowymi, zwigkszajac
sit¢ ich dziatania (Skidmore-Roth 2001). Badania nad wptywem alkaloidéw
pochodzenia roslinnego na ludzkie enzymy metabolizujace leki wskazuja, ze alkaloidy
izochinolinowe, wystgpujace w dymnicy lekarskiej, wchodza w interakcje z enzymami
z rodziny cytochromu P450. Wykazano m.in., ze alkaloidy te sa silnymi inhibitorami
CYP2D6 oraz CYP3A4, ktére pelnig istotna rol¢ w metabolizmie ksenobiotykow.
Przyktadowo CYP3A4 bierze udzial w metabolizmie okoto 50 % lekéw, posiadajacych
zastosowanie kliniczne (Salminen i wsp. 2011; Vrba i wsp. 2011). W zwiazku z tym
istotne jest, aby przed wilaczeniem do terapii ziela dymnicy, doktadnie przeanalizowac
szlaki metaboliczne pozostalych lekéw, przyjmowanych przez chorego. Mozliwe jest
rowniez przeprowadzenie monitorowania st¢zenia lekow we krwi i odpowiednia
korekta ich dawek.

Toksyczno$¢ etanolowego wyciagu zziela dymnicy badano, podajac
dootrzewnowo myszom albinosom, wzrastajace jego dawki (od Smg/kg masy ciata do
2000 mg/kg masy ciata). Myszy obserwowano pod katem znacznych zmian zachowania
lub wystapienia zgonu. Jedynie dawka 2000 mg/kg masy ciata, wywotlata objawy
toksyczne (Sharma i wsp. 2012). Toksyczno$¢ dymnicy lekarskiej analizowano réwniez
z wykorzystaniem stonowodnych skorupiakéw Artemia solina (brine shrimp lethality
bioassay). Ziele dymnicy ekstrahowano n-heksanem, octanem etylu, etanolem,
metanolem oraz woda, uzyskujac w ten sposéb odpowiednie wyciagi do badan. Wyniki
eksperymentu wykazaly, ze tylko wyciag n-heksanowy posiadat niewielka aktywnos¢

cytotoksyczna w stosunku do Artemia salina (LCsy = 901,24 pg/mL) (Erdogan 2009).
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CEL PRACY

Celem pracy byta analiza zwiazkéw polifenolowych wystepujacych w zielu

dymnicy oraz badania aktywnosci biologicznej wyciagéw z surowca.

Cel pracy realizowano przez wykonanie nast¢pujacych badan szczegétowych:

izolacjg zwiazkow flawonoidowych z wykorzystaniem metod

chromatograficznych

okreslenie struktury chemicznej wyizolowanych flawonoidéw metodami
chemicznymi (hydroliza kwasowa, analiza produktéw hydrolizy) oraz

spektralnymi (UV, HPLC-DAD-ESI-MS, 'H i '°C NMR)

okreslenie profilu kwaséw fenolowych metoda chromatograficzng (2D-TLC)

oraz UPLC-PDA

oznaczenie zawarto$ci zwiazkow fenolowych (sumy polifenoli, flawonoidéw,
kwaséw fenolowych) metodami kolorymetrycznymi w réznych wyciagach

z ziela dymnicy

badanie aktywno$ci antyoksydacyjnej wyciagéw zziela dymnicy metoda
chemiczna (metoda ABTS) oraz biologiczng z wykorzystaniem drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, pozbawionych genu sod!

badanie aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej wyciagéw z ziela dymnicy z uzyciem

wzorcowego szczepu Staphylococcus aureus
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8. METODYKA BADAN

8.1. Material do badan

W badaniach wykorzystano produkt handlowy: ziele dymnicy — Fumariae herba
(Fumaria officinalis L., Fumariaceae) produkcji: Zaktad Konfekcjonawania Zi6ét FLOS

oznaczony serig 1079.

8.1.1. Oznaczenie straty masy po suszeniu

Wilgotnos$¢ ziela dymnicy lekarskiej oznaczono metoda suszarkowo-wagowa wg
FP VI. Suszenie surowca (1,0 g) przeprowadzono na wagosuszarce WPE 30 S firmy
Radwag w temperaturze 130° C. Oznaczenie wykonano trzykrotnie, obliczajac

wilgotno$¢ surowca ze wzoru:

strata masy po suszeniu (%) =100— masa pr.o’bki po suszem'%t -100
masa pierwotna probki

Srednia strata masy po suszeniu wyniosta 8,24 + 0,09%.

8.2. Izolacja i identyfikacja flawonoidow

8.2.1. Odczynniki i substancje wzorcowe

Odczynniki

o aceton cz.d.a. (Me,CO) POCH
o anilina cz.d.a POCH
o chlorek glinu (AICl5) Sigma-Aldrich
o chloroform cz.d.a. (CHCl;) POCH
o eter dietylowy cz.d.a (Et,O) POCH
o kwas borowy (H3BO3) POCH
o kwas mrowkowy 85% cz. (HCO,H) POCH
o kwas octowy lodowaty 99,5% cz.d.a. (HOAc) POCH
o kwas o-ftalowy POCH
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o kwas solny 36% cz.d.a. (HCl) POCH

o metaliczny s6d (Na) POCH

o Naturstoffreagenz A (NA) Roth

o n-butanol cz.d.a. (n-BuOH) POCH

o n-propanol cz.d.a. (n-PrOH) POCH

o 2-propanol cz.d.a. (izo-PrOH) POCH

o octan etylu cz.d.a. (EtOAc) POCH

o octan sodu (NaOAc) Sigma-Aldrich
o toluen cz.d.a. POCH

o woda destylowana

Substancje wzorcowe

o glikozydy flawonoidowe

» 3-0-B-glukozyd kwercetyny1
» 3-0O-P-rutynozyd kwercetyny (rutyna)
(seria 20829) Riedel-de Haén
» 3-0O-o0-arabinozylo(1—6)-B-glukozyd
kwercetyny1
> 3-0-B-glukozyd kemferolu'
» 3-0-B-rutynozyd kemferolu'

o aglikony flawonoidowe

» kwercetyna dwuwodna (seria 288213490) Fluka
> kemferol'
> apigenina'
> luteolina'
o cukry
» arabinoza Merck
» glukoza Merck
» galaktoza Merck
» ksyloza Merck
» ramnoza Merck

! substancje wzorcowe z kolekcji Katedry i Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu
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8.2.2. Aparatura

@)

spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
o chromatograf cieczowy HPLC typ 2690 sprzgzony

z detektorem UV typ 996 i detektorem masowym

z jonizacja elektrosprej ZQ Micromass Waters

o spektrofotometr magnetycznego rezonansu

jadrowego Avance I1 400 MHz Bruker
o spektrofotometr magnetycznego rezonansu
jadrowego Avance III 500 MHz Bruker
o lampa UV 366 nm Uvitec
o laznia ultradzwickowa Elma S 180H Elmasonic
o wytrzasarka 358S Elpan
o wyparka prézniowa Rotavapor R-210 Biichi
o waga apteczna PS 2100/C/2 Radwag
o waga analityczna LE225D-0CE Sartorius
8.2.3. Przygotowanie i frakcjonowanie wyciagu podstawowego

800 g wysuszonego ziela dymnicy lekarskiej (surowiec handlowy) poddano
trzykrotnie jednodniowej maceracji w temperaturze pokojowej, a nastgpnie trzykrotnej
ekstrakcji metanolem i trzykrotnej mieszaninag metanol — woda (1:1), kazdorazowo
przez 1 godzing, pod chlodnica zwrotna, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnikow.
Uzyskane maceraty i wyciagi poddano kontroli chromatograficznej (PC, S;, S;3, W)). Ze
wzgledu na podobny obraz chromatograficzny potaczono je, zaggszczono na wyparce
prézniowej w temperaturze ponizej 45°C, a nast¢pnie zalano niewielka ilo$cia goracej
wody. Po ostudzeniu przecedzono, oddzielajac substancje balastowe.

Uzyskany wyciag wytrzasano kolejno z chloroformem, eterem dietylowym oraz
octanem etylu. Otrzymane frakcje (chloroformowa, eteru dietylowego, octanu etylu
oraz wodna) poddano kontroli chromatograficznej (PC, Sy, S3, Wy).

Frakcje octanu etylu oraz frakcje wodna przeznaczono do izolacji zwiazkéw
flawonoidowych. Ze wzgledu na sladowe ilosci zwiazkéw flawonoidowych we frakcji

chloroformowe;j oraz eteru dietylowego nie prowadzono dalszych badan tych frakcji.
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8.24. Metody chromatograficzne

W analizie zwiazkéw flawonoidowych wykorzystano chromatografi¢ planarng

(cienkowarstwowa i bibutowa) oraz klasyczna chromatografi¢ kolumnowa.

8.2.4.1. Chromatografia planarna

8.2.4.1.1. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

W  chromatografii cienkowarstwowej fazg stacjonarna stanowity cienkie
warstwy no$nika osadzone na aluminiowych ptytkach. W badaniach wykorzystano
ptytki firmy Merck pokryte:

o celuloza DC-Alufolien Cellulose (grubos¢ warstwy 0,1 mm)
o zelem krzemionkowym DC-Alufolien Kieselgel 60 (grubo$¢ warstwy 0,1
mm)
Ptytki chromatograficzne rozwijano technika jednokierunkowa wstgpujaca

w szklanych komorach pionowych, w temperaturze pokojowej (1D-TLC).

Plytki pokryte celuloza rozwijano przy uzyciu faz ruchowych:
o S HOAc - H,O (15:85)
o S izo-PrOH — HCOH - H,0 (2:5:5)
o Ss n-BuOH — HOAc — H,0 (6:1:2)
o Sy EtOAc — HCOH - H,0 (10:2:3)

Plytki pokryte zelem krzemionkowym rozwijano przy uzyciu faz ruchomych:
o Ss EtOAc — HOAc - HCO,H - H,0O (100:11:11:26)
o Se n-PrOH — EtOAc — H,O (7:2:1)

Chromatogramy po rozwinigciu suszono w warunkach naturalnych, a nastgpnie
analizowano w $wietle lampy UVies nm przed oraz po spryskaniu odczynnikami
wywolujacymi:

o W 0,1% metanolowy roztwér kompleksu kwasu difenyloborowego
i etanoloaminy (Naturstoffreagenz A = NA) (flawonoidy)

o W, 1% metanolowy roztwoér AlCl; (flawonoidy)
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o Wj 1% butanolowy roztwér ftalanu aniliny (0,93 g aniliny 1 1,66 g
kwasu ftalowego w 100 mL n-butanolu nasyconego woda) /

105°C (cukry proste)

Chromatografi¢ cienkowarstwowa wykorzystano w celu analizy frakcji
uzyskanych w wyniku rozdziatu kolumnowego wyciagéw podstawowych, kontroli
jednorodnosci  wyizolowanych zwiazkéw, poréwnania uzyskanych zwiazkéw
z wzorcami, jak réwniez w celu monitorowania przebiegu hydrolizy i badania

produktéw hydrolizy.

8.2.4.1.2. Chromatografia bibulowa (PC)

Przy pomocy chromatografii bibutowej analizowano wyciagi podstawowe,
kontrolowano frakcje uzyskane w wyniku rozdziatu mieszanin zwiazkéw w kolumnach

szklanych, a takze badano produkty hydrolizy wyizolowanych zwiazkow.

Chromatogramy rozwijano technika  jednokierunkowa wstepujaca
w wysyconych kamerach szklanych, w temperaturze pokojowej. Faz¢ ruchoma
stanowity uktady S, S, S3 oraz

o S5 toluen — HOAc — H,O (125:72:3)

8.2.4.1.3. Chromatografia bibulowa preparatywna (PPC)

Bibutowa chromatografi¢ = preparatywna wykorzystano do rozdziatu
niejednorodnych frakcji uzyskanych po rozdziale w kolumnach szklanych wyciagéw
podstawowych.

Rozdzielane frakcje nanoszono pasmowo na bibule chromatograficzna,
a nastgpnie rozwijano technika jednokierunkowa wstepujaca, stosujac jako faze
ruchoma uktady S, S;. Po rozwinigciu chromatograméw, fluoryzujace na zo6tto lub
brunatno w $wietle lampy UVsges nm pasma flawonoidéw wycinano, a nastgpnie
wymywano trzykrotnie metanolem i dwukrotnie mieszaning metanol-woda (1:1), na
tazni wodnej w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, pod chlodnica zwrotna.

Otrzymane eluaty przesaczono przez saczek karbowany i zaggszczono na wyparce
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prézniowej w temperaturze ponizej 40°C. Jednorodnos¢ uzyskanych zwigzkoéw badano

za pomoca TLC w uktadach Sy, S3, S4, Ss.

8.24.2. Chromatografia kolumnowa klasyczna (CC)

Klasyczna chromatografi¢ kolumnowa przeprowadzono w kolumnach szklanych
wypelnionych adsorbentami
o celuloza CF-11 (Whatman)
o zelem dekstranowym sefadeks LH-20 ($rednica ziaren 20-100 pm)
(Sigma Aldrich)

Kolumny wypelnione celuloza wykorzystano w celu rozdzialu wyciagow
podstawowych, natomiast wypetnione sefadeksem postuzyly do oczyszczania
wyizolowanych zwigzkéw flawonoidowych.

W kolumnach wypetnionych celuloza do elucji zastosowano fazy ruchome:

o Sg H,O
o Se EtOAc — MeOH — H,0 (100:6:20) (faza organiczna)

W kolumnach wypetnionych sefadeksem LH-20 do elucji zastosowano fazy
ruchome:
o Sy mieszanina CHCI3; i MeOH (zawierajaca od 0 do 20% MeOH)
o Sn mieszanina H,O i MeOH (zawierajaca od 0 do 20% H,0O)
o Siz MeOH

Do kolumn adsorbenty wprowadzane byly w postaci zawiesiny w fazie
ruchomej uzywanej pézniej do elucji. Przeptyw fazy ruchomej byl grawitacyjny.
Poszczegélne wyciagi lub frakcje wyodrebnionych zwiazkéw flawonoidowych
adsorbowano na niewielkiej ilosci adsorbentu, a nastgpnie po odparowaniu
rozpuszczalnika umieszczano w kolumnie. Kontrolg rozdzialu zwiazkéw w kolumnach
prowadzono w S$wietle lampy UVie nm, a takze za pomoca chromatografii

cienkowarstwowej (TLC, Ss, W) oraz bibutowej (PC, Sy, S,, S3, W)).
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8.2.5. Analiza spektralna

8.2.5.1. Analiza w nadfiolecie (UV)

Widma wyizolowanych zwiazkéw flawonoidowych wykreslano przy uzyciu
aparatu UV/VIS Lambda 35 firmy Perkin Elmer w 0,5 cm kuwetach kwarcowych przed
oraz po dodaniu odczynnikéw jonizujacych i kompleksotworczych (NaOMe, NaOAc,
NaOAc/H3;BOs, AICls, AICIs/HCIl). Obrébke graficzna widm wykonano za pomoca
oprogramowania UV WinLab 2.80. Dla kazdego z wyodrebnionych zwiazkéw
wykreslono po szes¢ widm w zakresie 220 - 500 nm:

o metanolowego roztworu analizowanego zwigzku (MeOH)

oraz metanolowego roztworu badanego zwiazku z dodatkiem:

o 3 kropli 2,5% metanolowego roztworu metylanu sodu (NaOMe)

o nadmiaru bezwodnego octanu sodu (NaOAc)

o nadmiaru bezwodnego octanu sodu i1 5 kropli nasyconego, metanolowego
roztworu kwasu borowego (NaOAc/H3BO3)

o 5 kropli 5% metanolowego roztworu chlorku glinu (AICl5)

o 5 kropli 5% metanolowego roztworu chlorku glinu 1 5 kropli 20%
wodnego roztworu HC1 (AICI3/HCI) (Dey 1 Harborne 1989; Mabry i wsp
1970)

8.2.5.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprze¢zona z detektorem mas

HPLC-DAD-ESI-MS?>

o warunki analizy

» kolumna: Symmetry (4,6 x 150 mm, 5 um)

faza ruchoma: A — MeOH, B — ACN, C - H,O, D - 10% HCO,H
uktad gradientowy: Tabela 2

przeptyw: 0,5 mL/min

detekcja DAD: 220 — 500 nm

napigcie kapilary: 3000 V

czynnik rozpylajacy: azot (N;)

YV V V V V V VY

temperatura gazu rozpylajacego: 300° C

% Analizy wykonano w Srodowiskowym Laboratorium Unikatowej Aparatury Chemicznej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu
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Tabela 2. Gradient fazy ruchomej zastosowanej w analizie HPLC-DAD-ESI-MS

Czas (min) % fazy A % fazy B % fazy C % fazy D
0 0 0 95 5
20 95 0 0 5
21 0 0 95 5
30 0 5 95 0

8.2.5.3. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)*

Widma 'H oraz *C NMR uzyskanych zwiazkéw flawonoidowych wykonane
zostaly w spektrometrach magnetycznego rezonansu jadrowego: Bruker Avance II 400
MHz (zwiazek 2, 3, 5) oraz Bruker Avance III 500 MHz (zwiazek 1, 4). Jako
rozpuszczalnik zastosowano dimetylosulfotlenek (DMSO-dg). Uzyskane widma

analizowano za pomoca oprogramowania komputerowego TopSpin 3.1.

8.2.6. Hydroliza kwasowa

Do okoto 1 mg zwiazku flawonoidowego dodawano 1 mL metanolu oraz 2 mL
2% kwasu solnego. Uzyskana mieszaning ogrzewano na tazni wodnej pod chtodnica
zwrotng. Proces hydrolizy kontrolowano chromatograficznie (TLC, S;, W;). W tym
celu na ptytk¢ aluminiowa pokryta celuloza naktadano roztwor analizowanego zwiazku
bezposrednio po dodaniu kwasu solnego, a nastgpnie po uptywie 5, 15, 30, 45 160
minut, aby uchwyci¢ moment powstawania produktéw wtérnych.

Po zakonczeniu hydrolizy mieszaning poreakcyjna pozostawiono do catkowitego
odparowania rozpuszczalnika oraz kwasu solnego. Sucha pozostato$¢ rozpuszczono
w wodzie, a nastgpnie wytrzasano trzykrotnie malymi porcjami octanu etylu.
Otrzymane warstwy octanu etylu potaczono i zaggszczono, po czym poddano kontroli
chromatograficznej na obecnos¢ aglikonéw (PC, S,, S7,W)) oraz glikozydéw wtérnych
(TLC, Si, S4, Ss, W) wobec wzorcow. Potaczone frakcje wodne po zaggszczeniu

analizowano na obecno$¢ cukréw prostych (TLC, Sg, W3).

* Analizy wykonano w Laboratorium NMR Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
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8.3. Analiza kwasow fenolowych

8.3.1. Odczynniki i substancje wzorcowe
o amoniak 25% cz.d.a. POCH
o azotyn sodu (NaNO,) POCH
o dichlorometan cz. POCH
o eter dietylowy cz.d.a. POCH
o metanol cz.d.a. POCH
o kwas octowy lodowaty 99,5% cz.d.a. POCH
o kwas sulfanilowy cz. POCH
o toluen cz.d.a. POCH
o weglan sodu (Na,COs) POCH
o woda destylowana
o woda do HPLC Baker
o acetonitryl do HPLC (ACN) Merck
o metanol do HPLC Baker
o kwas mrowkowy 99+% POCH

o wzorcowe kwasy fenolowe:

» chlorogenowy (seria 2147470) Roth

» trans-ferulowy (seria 21120-060) Sigma-Aldrich
» galusowy (seria 71181-079) Sigma-Aldrich
» izowanilinowy (seria 95H0090) Sigma-Aldrich
» kawowy (seria 24050-030) Sigma-Aldrich
» p-hydroksybenzoesowy (seria 28066-020) Sigma-Aldrich
» p-hydroksyfenylooctowy (seria S04869-326)  Sigma-Aldrich
» p-kumarowy (seria 18630) Fluka

» protokatechowy (seria 107H0699) Sigma-Aldrich
» syryngowy (seria 34136-040) Sigma-Aldrich
» wanilinowy (seria 26222-129) Sigma-Aldrich
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8.3.2. Aparatura i oprogramowanie

@)

aparat do ultrasprawnej chromatografii cieczowe]

(model Acquity) wyposazony w detektor

fotodiodowy (PDA) Waters
o oprogramowanie Empower 2 Software Buid 2154
o waga analityczna LE225D-0CE Sartorius
o waga apteczna PS 2100/C/2 Radwag
o lampa UV 366 nm Uvitec
o wyparka prézniowa Rotavapor R-210 Biichi
8.3.3. Przygotowanie wyciagow

8.3.3.1. Frakcja eteru etylowego do analizy jakosciowej (2D-TLC)

10 mL wyciagu o stgzeniu 2 g/mL (rozdz.6.3.3.2.) poddano wyczerpujacej
ekstrakcji eterem dietylowym. Uzyskane frakcje eteru dietylowego potaczono,
a nastgpnie zaggszczono do sucha. Otrzymana pozostalo$¢ rozpuszczono w5 mL
metanolu. Przygotowana w ten sposob frakcj¢ poddano dwukierunkowej analizie
chromatograficznej na plytkach pokrytych celuloza (2D-TLC). Roéwnolegle
analogicznie wykonano chromatogram dla wzorcowych kwaséw fenolowych.
Metanolowe roztwory wzorcowych kwaséw fenolowych przygotowano w st¢zeniu 0,1

mg/mL.

8.3.3.2. Wyciag do okreslenia profilu kwasow fenolowych metoda UPLC-PDA

200,0 g ziela dymnicy lekarskiej poddano dwukrotnie 7-dniowej maceracji
mieszaning metanol-dichlorometan (1:1), a nast¢pnie 3-dniowej maceracji mieszaning
metanol-woda destylowana (1:1). Otrzymane wyciagi potaczono, przecedzono
1 zaggszczono w wyparce prézniowej (w temperaturze nie przekraczajacej 45°C) do
objetosci okoto 80 ml. Zageszczony wyciag przeniesiono do kolby miarowe;j
o pojemnosci 100 mL i uzupetniono woda destylowana, uzyskujac st¢zenie 2,0 g ziela

w 1 mL. Wyciag wykonano w 3 powtorzeniach.
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8.34. Metody chromatograficzne

8.3.4.1. Chromatografia cienkowarstwowa dwukierunkowa (2D-TLC)

W chromatografii cienkowarstwowej wykorzystano gotowe ptytki aluminiowe
pokryte celuloza DC-Alufolien Cellulose firmy Merck. Ptytki chromatograficzne
rozwijano technika wstgpujaca dwukierunkowa (2D-TLC) w temperaturze pokojowej,

w pionowych komorach, w uktadach:
o Si3 toluen — HOAc — H,O (6:7:3) — I kierunek
o $ HOAc — H,0 (15:85) — II kierunek

Rozwinigte i wysuszone w warunkach naturalnych chromatogramy ogladano
w $wietle lampy UV 366 nm Oraz w $wietle widzialnym, przed i po spryskaniu ptytek

odczynnikiem wywotujacym:

o W4  zdwuazowany kwas sulfanilowy przygotowany ex tempore 1 20%

roztwor weglanu sodu (1:1)

Chromatografi¢ TLC wykonano w celu wykazania obecnosci kwaséw

fenolowych w zielu dymnicy.

8.3.4.2. Ultrasprawna chromatografia cieczowa (UPLC-PDA)

Ultrasprawna chromatografi¢ cieczowa wykorzystano do analizy jako$ciowe;j

i ilosciowej kwaséw fenolowych wystepujacych w wyciagu.

o warunki analizy

» kolumna: Waters Acquity UPLC HSS T3 (2,1x150 mm, 1,8 pm)

z pre-kolumna BEH C;g (2,1x5 mm, 1,7 pm)

» fazaruchoma: A — zakwaszona woda, B — zakwaszony
acetonitryl (50 pL st¢zonego kwasu mrowkowego na 1 litr
rozpuszczalnika)

» uktad gradientowy: Tabela 3

» przeptyw: 0,275 mL/min
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temperatura kolumny i prébek: 24°C
detekacja PDA: 190 — 800 nm

analiza widm: 234 — 330 nm

Y V VYV V

obje¢tos¢ nastrzyku: 2 uL

Tabela 3. Gradient fazy ruchomej zastosowanej w analizie kwaséw fenolowych metoda UPLC-PDA

Czas (min) % fazy A % fazy B

0,00 97,0 3,0
4,00 87,0 13,0
5,00 82,5 17,5
9,00 82,5 17,5
12,50 75,5 24,5
15,00 97,0 3,0
17,00 97,0 3,0

8.4. Badania iloSciowe

8.4.1. Odczynniki i substancje wzorcowe

8.4.1.1. Do oznaczania zawarto$ci sumy polifenoli

o kwas galusowy (seria 71181-079)

o odczynnik Folin-Ciocalteu (FC) (seria HC807325)

o weglan sodu (7% roztwér wodny) (seria 0101/09/08)
o metanol cz.d.a.

o woda destylowana

8.4.1.2. Do oznaczania zawartos$ci flawonoidow

o kwercetyna dwuwodna (seria 288213490)

o kwas solny cz.d.a. (roztwoér wodny, 250 g/L)

o chlorek glinu (seria BCBD3987V) rozpuszczony w
mieszaninie HOAc — MeOH (1:19) (20 g/L)

Sigma-Aldrich
Merck
POCH
POCH

Fluka
POCH

Sigma-Aldrich
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o heksametylenotetramina cz.d.a. (0,5% roztwor wodny) Chempur

o mieszanina HOAc (1,02 kg/L) — MeOH (1:19)

o aceton cz.d.a. POCH
o octan etylu cz.d.a. POCH
o metanol cz.d.a. POCH
o bezwodny siarczan sodu cz.d.a. POCH

o woda destylowana

8.4.1.3. Do oznaczania zawarto$ci kwaséw fenolowych

o kwas kawowy (seria 24050-030) Sigma-Aldrich
o 0,5 N roztwor kwasu solnego (18 g/L) POCH
o 1 N roztwér wodorotlenku sodu (40 g/L) POCH
o azotyn sodu cz.d.a. (seria 0314/05/03) POCH
o molibdenian sodu cz.d.a. (seria 0235/11/98) POCH
o metanol cz.d.a. POCH

o woda destylowana

o odczynnik Arnov’a: 10,0 g molibdenianu sodu 1 10,0 g azotynu sodu

rozpuszczono w kolbie miarowej o pojemnosci 100 mL, a nast¢pnie

uzupetniono woda destylowana do wspétmiernosci

8.4.2. Aparatura

o spektrofotometr UV/VIS Lambda 35 Perkin-Elmer
o wyparka prézniowa Rotavapor R-210 Biichi

o wytrzasarka 358S Elpan

o waga apteczna PS 2100/C/2 Radwag

o waga analityczna LE225D-0CE Sartorius
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8.4.3. Przygotowanie wyciagow

8.4.3.1. Wyciagi podstawowe

8.4.3.1.1. Wyciag metanolowo-wodny podstawowy (MWP)

1,0 g wysuszonego ziela dymnicy lekarskiej poddano wyczerpujacej ekstrakcji
trzykrotnie 250 mL metanolu oraz czterokrotnie 200 mL mieszaniny metanol-woda
destylowana (1:1). Ekstrakcje kazdorazowo prowadzono przez 1 godzing na tazni
wodnej pod chlodnica zwrotna w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Uzyskane
wyciagi polaczono, przecedzono przez watg 1 zaggszczono na wyparce prozniowej do
objetosci okoto 25 mL, po czym przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL
i uzupetniono woda destylowana. W ten sposéb uzyskano wyciag podstawowy

metanolowo-wodny o st¢zeniu 20 mg/mL. Wyciag przygotowano w 3 powtoérzeniach.

8.4.3.1.2. Nalewka podstawowa (NP)

5,0 g wysuszonego ziela dymnicy lekarskiej zalano w kolbie stozkowej 300 mL
70% etanolu, a nastgpnie wytrzasano na wytrzasarce przez 1 godzing. Kolbg odstawiono
w ciemne miejsce na okres 2 dni. Wytrawianie przeprowadzono w powyzszy sposob
dwukrotnie. Uzyskane nalewki potaczono, przecedzono przez watg i zaggszczono na
wyparce prézniowej do objetosci okoto 25 mL, po czym przeniesiono do kolby
miarowej o pojemnosci 50 mL 1 uzupelniono woda destylowana. W ten sposob
uzyskano nalewk¢ podstawowa o stezeniu 100 mg/mL. Nalewke podstawowa

przygotowano w 3 powtdérzeniach.

8.4.3.1.3. Odwar podstawowy (OP)

5,0 g wysuszonego ziela dymnicy lekarskiej zalano w kolbie stozkowej 300 mL
wody destylowanej o temperaturze pokojowej, a nastgpnie ogrzewano przez 20 minut
w tazni wodnej o temperaturze 95°C. Wytrawianie przeprowadzono w powyzZszy
spos6b  dwukrotnie. Uzyskane odwary potaczono, przecedzono przez wate
1 zaggszczono na wyparce prozniowej do objgtosci okoto 25 mL, po czym przeniesiono

do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL 1 uzupetniono woda destylowana. W ten sposéb
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uzyskano odwar podstawowy ostgzeniu 100 mg/mL. Odwar podstawowy

przygotowano w 3 powtorzeniach.

8.4.3.2. Wyciagi do oznaczen ilosciowych

8.4.3.2.1. Do oznaczania zawarto$ci sumy polifenoli

Wyciagi do badan uzyskano poprzez rozcienczenie wyciagéw podstawowych.

8.4.3.2.1.1.Wycigg metanolowo-wodny

Do kolby miarowej o pojemnosci 10 mL pobrano 1,4 mL podstawowego
wyciagu metanolowo-wodnego (MWP), a nastgpnie uzupetniono woda destylowana,

uzyskujac stezenie 2,8 mg/mL.

8.4.3.2.1.2.Nalewka

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 mL pobrano 4 mL nalewki podstawowej

(NP), a nastepnie uzupetniono woda destylowana, uzyskujac st¢zenie 4 mg/mL.

8.4.3.2.1.3.0dwar

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 mL pobrano 3 mL odwaru podstawowego

(OP), a nastepnie uzupetniono woda destylowana, uzyskujac stgzenie 3 mg/mL.

8.4.3.2.2. Do oznaczania zawartoS$ci flawonoidow

8.4.3.2.2.1.Wyciag z ziela dymnicy (wg FP IX)

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 50 mL odwazono 0,6 g wysuszonego,
sproszkowanego ziela dymnicy lekarskiej. Dodano nastgpnie 20 mL acetonu, 2 mL
kwasu solnego i 1 mL wodnego roztworu heksametylenotetraminy (metenaminy).

Uzyskana mieszaning ogrzewano na tazni wodnej pod chtodnica zwrotna przez 30
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minut od chwili zawrzenia, a nastg¢pnie przecedzono przez zwitek waty do kolby
miarowej o pojemnosci 100 mL. Surowiec wraz z wata umieszczono ponownie
w kolbie okraglodennej, dodano 20 mL acetonu i utrzymywano w stanie wrzenia przez
10 minut. Uzyskany wyciag przecedzono przez wate do kolby miarowej. Ekstrakcje
powtérzono jeszcze raz, a uzyskany ostatecznie wyciag przesaczono do kolby miarowej
przez saczek bibulowy 1 uzupeliono acetonem do 100 mL. 20 mL tego roztworu
przeniesiono do rozdzielacza, dodano 20 mL wody destylowanej i wytrzasano z 15 mL
octanu etylu. Nastgpnie wytrzasanie powtdrzono jeszcze trzema porcjami octanu etylu
po 10 mL kazda. Polaczone wyciagi octanu etylu przemyto w rozdzielaczu dwiema
porcjami wody destylowanej po 50 mL, anastgpnie przesaczono przez 10 g
bezwodnego siarczanu sodu do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL i uzupelniono
octanem etylu do wspdétmiernosci. Uzyskano stezenie 2,4 mg ziela w 1 mL wyciagu.

Wyciag z ziela dymnicy przygotowano w powyzszy sposob w 3 powtdrzeniach.

8.4.3.2.2.2.Nalewka

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL pobrano 16,5 mL nalewki podstawowej
(NP) i zaggszczono do sucha. Nastgpnie postgpowano jak w przypadku wyciagu z ziela

dymnicy wg FP IX. Uzyskano w ten sposob stgzenie 6,6 mg ziela w 1 mL wyciagu.

8.4.3.2.2.3.0dwar

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL pobrano 25,0 mL odwaru
podstawowego (OP) i zageszczono do sucha. Nastgpnie postgpowano jak w przypadku
wyciagu z ziela dymnicy (wg FP IX). Uzyskano w ten sposéb stezenie 10,0 mg ziela

w 1 mL wyciagu.

8.4.3.2.3. Do oznaczania zawarto$ci kwaséw fenolowych

Wyciagi do badan uzyskano poprzez rozcienczenie wyciagéw podstawowych.
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8.4.3.2.3.1.Wycigg metanolowo-wodny

Do kolby miarowej o pojemnosci 25 mL pobrano 2,75 mL podstawowego
wyciagu metanolowo-wodnego (MWP), a nastgpnie uzupetniono woda destylowana,

uzyskujac stezenie 2,2 mg/mL.

8.4.3.2.3.2.Nalewka

Do kolby miarowej o pojemnosci 25 mL pobrano 0,9 mL nalewki podstawowej

(NP), a nastepnie uzupelniono woda destylowana, uzyskujac st¢zenie 3,6 mg/mL.

8.4.3.2.3.3.0dwar

Do kolby miarowej o pojemnosci 25 mL pobrano 0,6 mL odwaru podstawowego

(OP), a nastepnie uzupetniono woda destylowana, uzyskujac stezenie 2,4 mg/mL.

8.5. Badania aktywnosci biologicznej

8.5.1. Odczynniki, bufory, pozywki, podloza, zele i szczepy wzorcowe

8.5.1.1. Do badania aktywnosci antyoksydacyjnej metoda ABTS

o rutyna (seria 20829) Riedel-de Haén
o kwas galusowy (seria 71181-079) Sigma-Aldrich
o troloks (seria S27444-255) Sigma-Aldrich
o nadsiarczan potasu (seria BCBD7429V) Fluka

o ABTS-(NHy,), (seria 061M5308V) Sigma-Aldrich
o metanol cz.d.a. POCH

o woda destylowana
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8.5.1.2.

8.5.1.2.1.

8.5.1.2.2.

Do badania aktywnos$ci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem komérek

drozdzy Saccharomyces cerevisiae pozbawionych genu sodl

Do hodowli drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Szczepy

o szczep dziki SP-4 MATa leul arg4) drozdzy Saccharomyces cerevisiae
o izogeniczny mutant delecyjny DSCD1-1C (MATa leul arg4

sodl:natMX) drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Odczynniki

o agar, baktopepton, ekstrakt drozdzowy Difco
o glicerol, glukoza Sigma-Aldrich

Pozywki

o YPG (pHS.5)
baktopepton — 2% (w/0)

ekstrakt drozdzowy — 1% (w/0)
glicerol — 3% (w/w)

o YPD (pHS5.5)
baktopepton — 2% (w/0)
ekstrakt drozdzowy — 1% (w/0)
glukoza — 2% (w/w)

W przypadku pozywek statych dodawano 2% agar. Pozywki sterylizowano

przez 20 minut pod ci$nieniem 1,5 atmosfery.

Do oznaczania poziomu karbonylacji biatek

Szczepy

o szczep dziki SP-4 MATa leul arg4) drozdzy Saccharomyces cerevisiae
o 1izogeniczny mutant delecyjny DSCD1-1C (MATa leul arg4

sodl:natMX) drozdzy Saccharomyces cerevisiae

64



METODYKA BADAN Badania aktywnosci biologicznej

Odczynniki

o PMSF, Ponceau S, SDS, TRIS Serva
o akrylamid, APS, bisakrylamid, BSA, dezoksycholan
sodu, glicyna, TEMED, TMPD, Tween 20,

Nonidet P-40 Sigma-Aldrich
o MeOH, NaCl, Na;PO,4, NaH,PO,, NaH,PO4-H>0,

TCA POCH
o odczynnik ECL Amersham

Pharmacia Biotech
o odczynnik Bradford Bio-Rad

o zestaw odczynnikéw: OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit

Bufory

o bufor SDS-PAGE (pH 8.3)
glicyna - 0,19 M
TRIS-HCI - 25 mM
SDS - 0,1 % (w/o)

o bufor do elektrotransferu (pH 8.8)
TRIS-HCI - 20 mM
glicyna—- 0,15 M
SDS - 0,02% (w/o)
MeOH - 20% (w/w)

o bufor RIPA (pH 7.0)
NaCl - 0,22 M
NazPO4 — 12,5 mM
Nonidet P-40 — 1,25% (w/w)
SDS - 0,125% (w/o)

dezoksycholan sodu — 30 mM

o bufor PBS-T (pH 7.3)
NaCl - 145 mM
NaH,PO,4-H,0 (138 g/mol) — 18,84 mM
NaH,PO, (142 g/mol) — 810 Mm
Tween 20 — 0,05% (w/w)
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o bufor blokujacy
BSA - 1% (w/o)
bufor PBS-T

Zele

o zel akrylamidowy do elektroforezy biatek (SDS-PAGE)

» zel rozdzielajacy (14%)
akrylamid/bisakrylamid — 30% / 0,8% (w/0)
TRIS-HCI pH 8,8 - 0,25 M
SDS - 0,1% (w/w)

APS - 0,05%
TEMED - 0,05%

» zel zageszczajacy (5%)
akrylamid/bisakrylamid — 30% / 0,8% (w/o)
TRIS-HCI pH 6,8 — 0,06 M
SDS - 0,1% (w/w)

APS - 0,05%
TEMED - 0,05%

8.5.1.2.3. Do oznaczania poziomu zuzycia tlenu przez komérki drozdzy

Szczepy

o szczep dziki SP-4 MATa leul arg4) drozdzy Saccharomyces cerevisiae
o izogeniczny mutant delecyjny DSCD1-1C (MATa leul arg4

sodl:natMX) drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Odczynniki
o cytrynian sodu, FCCP, TBT, podsiarczyn sodu Sigma-Aldrich
o kwas cytrynowy, etanol POCH
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8.5.1.3.

8.5.2.

Bufory

o bufor cytrynianowy (30 mM), pH 4.5

kwas cytrynowy (3,13 g/L)
cytrynian sodu (4,43 g/L)

Do badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Szczepy

o wrazliwy na antybiotyki migdzynarodowy szczep standardowy

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P

Odczynniki

o DMSO

o chloramfenikol

Podloza

o podloze ptynne Antibiotic Broth

o podloze agarowe Antibiotic Agar

Aparatura i oprogramowanie

o spektrofotometr UVPC-1602C

o spektrofotometr UV/VIS Lambda 35
o wiréwka Universal 320R

o wytrzasarka Certomat R

o wytrzasarka Vortex 3

o aparat do elektrotransferu pétsuchego
o elektroda tlenowa Clark

o wyparka prézniowa Rotavapor R-210
o wytrzasarka 358S

o waga apteczna PS 2100/C/2

o waga analityczna LE225D-0CE

o program Scan Pack 3.0

Sigma-Aldrich
Merck

Merck
Merck

Shimadzu
Perkin-Elmer
Hettich
Sartorius
IKA
Kucharczyk
Hansatech
Biichi
Elpan
Radwag
Sartorius

Biometra
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8.5.3. Przygotowanie wyciagow

8.5.3.1. Do badania aktywnosci antyoksydacyjnej metoda ABTS

Wyciagi do badan uzyskano poprzez odpowiednie rozcienczenie wyciagoéw

podstawowych.

8.5.3.1.1. Nalewka

Do 6 kolb miarowych o pojemnosci 10 mL pobrano kolejno 0,05; 0,15; 0,30;
0,45; 0,60 oraz 0,75 mL nalewki podstawowej (NP) i uzupetniono woda destylowana.
Uzyskano w ten sposob rozcienczenia nalewki o nastgpujacych stezeniach: 0,5; 1,5; 3,0;
4.5; 6,0; 7,5 mg ziela w 1 mL nalewki. Dla kazdego z rozcienczen przygotowano po 9

prob.

8.5.3.1.2. Odwar

Do 5 kolb miarowych o pojemnosci 10 mL pobrano kolejno 0,1; 0,2; 0,3; 0,4
oraz 0,5 mL odwaru podstawowego (OP) i uzupetniono woda destylowana. Uzyskano
w ten spos6b rozcienczenia odwaru o nastgpujacych stgzeniach: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0

mg ziela w 1 mL odwaru. Dla kazdego z rozcienczen przygotowano po 9 préb.

8.5.3.2. Do badania aktywnosci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem komoérek

drozdzy Saccharomyces cerevisiae pozbawionych genu sodl

8.5.3.2.1. Nalewka i odwar

Nalewke iodwar z ziela dymnicy przygotowano z 10 g surowca w sposéb
identyczny jak nalewke¢ podstawowa i odwar podstawowy. Uzyskane w wyciagi
zaggszczono na wyparce prozniowej do objetosci okoto 10 mL, a nastgpnie
przeniesiono do kolb miarowych o pojemnosci 25 mL i uzupelniono woda destylowana

do wspétmiernosci. Uzyskano w ten sposéb wyciagi o stezeniu 400 mg/mL.
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Analiza statystyczna

8.5.3.3. Do badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

8.5.3.3.1. Nalewka i odwar

Nalewke iodwar z ziela dymnicy lekarskiej przygotowano z 10 g surowca

w sposob identyczny jak nalewke podstawowa i odwar podstawowy. Uzyskane wyciagi

zageszczono na wyparce prozniowej uzyskujac 3,0631 g suchej masy nalewki oraz

3,6358 g suchej masy odwaru.

8.6. Analiza statystyczna

Wspélczynnik Kierunkowy prostej

ny (e y) =D x Dy

a=

Wyraz wolny

bZZy—aZx

Wspoétczynnik korelacji liniowej r

e e Ry

JZ - [ {2 - (5F ]

Srednia arytmetyczna

S

n

x= n — liczba wynikéw

Odchylenie standardowe pojedynczego wyniku

. > (3 xf

n—1

n — liczba wynikéw, f=n-1 (liczba stopni swobody)
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Odchylenie standardowe Sredniej arytmetycznej

n — liczba wynikow

Wspélczynnik zmiennosci

Wz :EXIOO%
X

Przedzial ufnos$ci

)
~

R

~

.|

Dla przyj¢tego poziomu istotnosci a=0,05 (P=95%) i liczby stopni swobody f=n-1,

warto$¢ wspoétczynnika t-Studenta wynosi (Pawlaczyk 1 Zajac 2005):

n=3 f=2 ty=4,403
n=8 f=7 te=2,365
n=9 f=8 t,=2,306
n=10 f=9 t,=2,262
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9. WYNIKI
9.1. Izolacja i identyfikacja flawonoidéw
9.1.1. Izolacja zwigzkéw flawonoidowych

Obecnos¢ zwiazkow flawonoidowych stwierdzono w frakcji octanu etylu oraz

w frakcji wodnej. Obydwie frakcje poddano rozdziatlowi za pomoca klasycznej

chromatografii kolumnowej. Schemat przeprowadzonego rozdzialu przedstawiono na

Rycinie 9.

ZIELE DYMNICY

v

maceracja MeOH

w temperaturze

ekstrakcja MeOH

w temperaturze wrzenia

v

ekstrakcja MeOH-H,0

(1:1) w temperaturze

pokojowej rozpuszczalnika wrzenia rozpuszczalnika
\ 4
wyciag metanolowo-wodny
A 4 A 4 \ 4 v
frakcja frakcja eteru frakcja octanu frakcia wodna
chloroformowa dietylowego etylu 1
A 4 \ 4
4 KOLUMNA 1 N ([ KOLUMNA 2 )
frakcje zwiazek rozdzial frakcje zwiazek rozdzial
17-31 1 - 42-64 4, slady 2 kolumna 3
39-54 5 PPC, S; 68-107 2 PPC, S,
\-
56-87 3,5 PPC, S,
4 )\
92-140 2,3 PPC, S, KOLUMNA 3
\142'169 2 PPC, S, / frakcje zwigzek rozdzial [
28-46 4 -
. J

Rycina 9. Schemat izolacji zwiazkéw flawonoidowych z ziela dymnicy.
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9.1.1.1. Rozdzial frakcji octanu etylu i frakcji wodnej

Rozdzial frakcji octanu etylu i frakcji wodnej przeprowadzono w kolumnach
szklanych wypelionych celuloza Whatman CF-11 w uktadzie S¢. Z kolumny 1
(rozdziat frakcji octanu etylu) zebrano 192 frakcje o objetosci po okoto 250 mL kazda.
Z kolumny 2 (rozdzial frakcji wodnej) zebrano natomiast 152 frakcje o objgtosci po
okoto 200 mL kazda. Zebrane z poszczegdlnych kolumn frakcje zaggszczano pod
zmniejszonym cis$nieniem, w temperaturze ponizej 40°C. Na podstawie kontroli
chromatograficznej, prowadzonej za pomoca TLC w ukladach S4 Ss oraz PC
w uktadach S;, S;, laczono frakcje z tej samej kolumny o podobnym obrazie

chromatograficznym.

Z kolumny 1 (frakcja octanu etylu) do izolacji flawonoidéw wykorzystano
frakcje:
o 17-31 — zawierajace zwiazek 1
o 39-54 — zawierajace zwiazek S
o 56-87 — zawierajace mieszaning zwiazkéw 31 5
o 92-140 — zawierajace mieszaning zwiazkow 21 3

o 142-169 — zawierajace zwiazek 2

Z kolumny 2 (frakcja wodna) do izolacji zwiazkéw flawonoidowych
wykorzystano frakcje:
o 42-64 — zawierajace zwiazek 4 oraz §ladowa ilo$¢ zwiazku 2

o 68-107 — zawierajace zwiazek 2

We wszystkich frakcjach, poza plamami fluoryzujacymi na z6tto 1 brunatno
w $wietle lampy UVies nm, na chromatogramach widoczne byty dodatkowo liczne
zwiazki fluoryzujace na niebiesko przed wywotaniem, oraz na jasnoniebiesko lub

seledynowo po wywotaniu odczynnikiem NA.

9.1.1.1.1. Rozdzial frakcji 39-54, 56-87, 92-140, 142-169

Rozdziat frakcji 39-54, 56-87, 92-140, 142-169 prowadzono z wykorzystaniem
bibulowej chromatografii preparatywnej (PPC). Roztwory metanolowe poszczegdlnych

frakcji nanoszono pasmowo na arkusze bibuty chromatograficznej Whatman nr 3.
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Chromatogramy rozwijano technika jednokierunkowa wstepujaca, stosujac jako faze
ruchoma uktady rozpuszczalnikdw:

o S; - frakcje 56-87, 92-140, 142-169

o S; - frakcja 39-54

Rozwinigte chromatogramy suszono w warunkach naturalnych, a nastgpnie

ogladano w Swietle lamy UVsgs . Pasma zwiazkéw fluoryzujacych na zétto
(zwiazek 1) oraz brunatno (zwiazki 2, 3, 5) wycinano, a nastgpnie wymywano
trzykrotnie metanolem i dwukrotnie mieszaning metanol-woda (1:1) na tazni wodnej
pod chlodnica zwrotna w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Uzyskane frakcje
zwiazkoéw 1, 2, 3, 5 poddano kontroli chromatograficznej TLC (Ss, W) oraz PC (S, Ss,
W).

9.1.1.1.2. Rozdzial frakcji 42-64, 68-107

Frakcje 42-64 zebrane z kolumny 2 zawieraly zwiazek 4 oraz sladowe iloSci
zwiazku 2. Rozdziat tych frakcji przeprowadzono na pomoca kolumny wypelnionej
celuloza stosujac do elucji uktad Sg (kolumna 3). Zebrano 80 frakcji, po okoto 150 mL
kazda, ktére nastgpnie zageszczono w temperaturze 50°C pod zmniejszonym
ci$nieniem. Kontrola chromatograficzna (PC, Sy, S3, W) wykazata obecno$¢ zwigzku 4
w frakcjach 28-46. Z frakcji ze $ladowymi iloSciami zwiazku 2 nie podjgto préb

odzysku tego zwiazku.

Frakcje 68-107 poddano rozdzialowi za pomoca bibutowej chromatografii
preparatywnej w ukladzie S;. Rozwinigte chromatogramy ogladano w $wietle lampy
UV366 nm, zaznaczano brunatne pasma zwiazku 2, a nastgpnie je wycinano i eluowano
trzykrotnie metanolem i dwukrotnie mieszaninag metanol-woda (1:1) na tazni wodnej,
pod chtodnica zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Uzyskana w ten
sposob frakcje zwigzku 2 kontrolowano chromatograficznie TLC (Ss, W) oraz PC (S,
Sz, Wh).

9.1.1.2.  Oczyszczanie frakcji zwigzkéw flawonoidowych

Przeprowadzone kontrole chromatograficzne frakcji zwiazkéw wykazaty, ze
zawieraja one oprocz odpowiednich flawonoidow, takze zanieczyszczenia innymi

zwiazkami wykazujacymi niebieska fluorescencj¢ w swietle lamy UV3g6 nm. W celu
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uzyskania jednorodnych chromatograficznie frakcji zwiazkéw odpowiednich do
dalszych analiz identyfikacyjnych przeprowadzono kilkakrotne oczyszczanie za pomoca
klasycznej chromatografii kolumnowej. Zastosowano kolumny szklane wypetnione
zelem dekstranowym sefadeks LH-20, natomiast jak faz¢ ruchoma uktady
rozpuszczalnikow:
o zwigzek 1 — dwukrotnie So, a nastgpnie S;,; uzyskano 13 mg zwiazku
w postaci z6ttych igiet
o zwigzek 2 — dwukrotnie S;o, dwukrotnie S;;, a nastgpnie S;»; uzyskano
10 mg zwiazku w postaci z6ttych igiet
o zwigzek 3 — dwukrotnie Sjy, dwukrotnie S;;, a nastgpnie S;,; uzyskano
11 mg zwiazku w postaci z6itych igiet
o zwigzek 4 — S)o, dwukrotnie S;;, anastgpnie Si»; uzyskano 9 mg
zwiazku w postaci z6ttych igiet
o zwigzek 5 — dwukrotnie S, a nastgpnie S;,; uzyskano 14 mg zwiazku

w postaci z6ttych igiet

Rycina 10. Chromatogram TLC (S;, W) wyizolowanych

zwiazkéw flawonoidowych.
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9.1.2. Identyfikacja zwiazkéw flawonoidowych
9.1.2.1. Zwigzek 1

Kwercetyna

Analiza chromatograficzna (TLC)

Tabela 4. Analiza chromatograficzna zwiazku 1

Warto$¢é wspétczynnika Ry

Fluorescencja / zabarwienie

Sy

S4

Ss

UV366 nm

NA/UV366 nm NA/VIS

AlCl3/U V366 nm

0,02

0,82

0,94

z6tta

pomaranczowa

pomarafnczowe

z6tta

Analiza spektralna w nadfiolecie (UV)

0,84
0,74
0,64
0,54
0.4
0,34
02

0,14

0,0

220

240 260

280

300

320

340 360
nm

380

400

420 440 460 480 500

Rycina 11. Widmo w nadfiolecie zwiazku 1 (MeOH).

0,0

220

T T
240 260

280

300

T
320

340 360
nm

380

400

420 440 460 480 500

Rycina 12. Widma w nadfiolecie zwiazku 1 (MeOH, NaOMe).

75




WYNIKI

Izolacja i identyfikacja flawonoidow

25590 5 ,50

084
074
064
054
04
03
02

0,14

37,12

MeOH
NaOAc
NaOAc/H;BO5

0,0 v v v
220 240 260 280

300

320

340 360 380 400 420
nm

440

460 480 500

Rycina 13. Widma w nadfiolecie zwiazku 1 (MeOH, NaOAc, NaOAc / H;BO;).

0,0

MeOH
- AICI
AICL/HCI

T T T
220 240 260 280

:
440

— —

7
460 480 500

Rycina 14. Widma w nadfiolecie zwiazku 1 (MeOH, AlCl;, AlICl; / HCD).

Tabela 5. Charakterystyka spektralna widm w nadfiolecie zwiazku 1

Odczynnik A max 11 (NM) AA A max 1 (NM) AM
MeOH 256 - 304; 371 -
+NaOMe 247 326 45,00
+NaOAc 274 18 327; 388
+NaOAc/ H;BO; 261 388 17
+AICI; 272 458 31%*
+AICl; / HC1 265 301; 427 56

*wobec widma z AlCl; / HCI. Pozostale widma analizowano w stosunku do widma w MeOH.

76




WYNIKI Izolacja i identyfikacja flawonoidow

Analiza HPLC-DAD-ESI-MS

Tabela 6. Analiza HPLC-DAD zwiazku 1

Widmo UV-DAD

Czas retencji (min)

A max I1 (nm) A max I (nm)
18,95 254 368
[M-H] Scan ES-
301
1004 ,
=
° 603
102 604
1188 290 304 401 605 525 Bad
0 179 a0 128 g5 4 ( 31350 369 413 437 "W gra4me s0s sa0 “ses sas ( B706E7 00 726 748
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
[M+HJ" Scan ES+
100 303
.
304
| 237 232 e 431 533 627
0 198175 195 214 229 27 554773 341 359373387 405419 453 470 484 s46 573 [ B43859erspm 795 735 040
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
150 175 200 225 250 275 300 335 350 375 400 475 450 475 500 525 550 575 BO0 625 BS0 E75 700 725 7D

Rycina 15. Widmo ESI-MS zwiazku 1 w trybie jonéw ujemnych (ES-) oraz jonéw dodatnich (ES+).

Tabela 7. Wyniki analizy ESI-MS zwiazku 1

ES- m/z ES+ m/z
jon molekularny [M-H] 301 [M+H]" 303
masa zwigzku: 302 wzor sumaryczny zwigzku: C;sH,;,0;
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Analiza ®C i 'H NMR

Tabela 8. °C i '"H NMR zwiazku 1 w DMSO-dg

Zwiazek 1
0C,pm OH,,.,
Pozycja
125 MHz 500 MHz, DMSO-dg 500 MHz, DMSO-d+D,0

2 146,81
3 135,65
4 175,80
5 160,75 12,47 (s, 5-OH) 12,45 (s, 5-OH)
6 98,71 6,19 (d, J=1,9 Hz) 6,19 (d, J=2,0 Hz)
7 163,77

g 8 93,41 6,41 (d, J=1,8 Hz) 6,42 (d, J=2,0 Hz)

= 9 156,18

& 10 103,05
1 121,98
2 115,03 7,64 (d, J=2,1 Hz) 7,65 (d, J=2,2 Hz)
3 144,94
4 147,58
5 115,59 6,89 (d, J=8,5 Hz) 6,89 (d, J=8,5 Hz)
6’ 120,03 7,54 (dd, J=2,2/8,5 Hz) 7,53 (dd, J=2,2/8,5 Hz)

Widma C i'H NMR zwiazku 1 sa zgodne zdanymi literaturowymi dla

kwercetyny (Agrawal i Rastogi 1981; Agrawal 1989; Dey i Harborne 1989; Harborne
i Mabry 1982; Harborne 1994; Mabry i wsp. 1970; Markham i wsp. 1978).
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Rycina 16. Widmo ">C NMR zwiazku 1 (DMSO-dg).
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Rycina 17. Widmo "H NMR zwiazku 1 (DMSO-dy).
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Rycina 18. Widmo "H NMR zwiazku 1 (DMSO-d¢+D,0).
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9.1.2.2.

Zwiazek 2

3-0-a-arabinopiranozylo(1—6)-p-glukopiranozyd kwercetyny

synonim: peltatozyd

Analiza chromatograficzna (TLC)

Tabela 9. Analiza chromatograficzna zwiazku 2

Warto$¢é wspétczynnika Ry

Fluorescencja / zabarwienie

Sy

S4

Ss

UV366 nm NA/U V366 nm

NA/VIS

AICL/UV366 nm

0,42

0,23

0,30

brunatna pomaranczowa | zoélttopomaranczowe

zoha

Analiza spektralna w nadfiolecie (UV)

14 -
1,3
1,2
1,14
1,0 1
09 J
08 J
07J
06 J
05 J
04 J
03
02

0,14

0,0

25740

298,90

358,08

220

T T T
240 260 280

T
300

T
320

T T T T T T T T
340 360 380 400 420 440 460 480
nm

500

Rycina 19. Widmo w nadfiolecie zwiazku 2 (MeOH).

220

240 260 280

300

320

340 360 380 400 420 440 460 480
nm

500

Rycina 20. Widma w nadfiolecie zwigzku 2 (MeOH, NaOMe).
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14

MeOH
134 26242 NaOAc
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1,14
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031
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Rycina 21. Widma w nadfiolecie zwigzku 2 (MeOH, NaOAc, NaOAc / H;BO3).
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Rycina 22. Widma w nadfiolecie zwiazku 2 (MeOH, AlCl;, AlICl; / HCD).

Tabela 10. Charakterystyka spektralna widm w nadfiolecie zwigzku 2

Odczynnik A max 11 (NM) AM A max 1 (NM) AM
MeOH 257 - 299; 358 -
+NaOMe 272 330; 410 52
+NaOAc 272 15 325; 389
+NaOAc/H;BO; 262 381 23
+AICI; 274 335; 433 30%*
+AICl; / HC1 269 300; 369; 403 45

*wobec widma z AlCl; / HCI. Pozostale widma analizowano w stosunku do widma w MeOH.
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Analiza HPLC-DAD-ESI-MS

Tabela 11. Analiza HPLC-DAD zwiazku 2

Widmo UV-DAD

Czas retencji (min)

A max I1 (nm) A max I (nm)
18,78 354 259
[M-H] Scan ES-
595
100+ +»
=
] [M-H-heksoza-pentozal 596
] [M-H-pentoza]
| 301 463
5
E 4349
171 728 331 49 394 418 L?z LR 663 B33 727 2o B 50g 890 gg1g72 30
D lll_||"|'|l|||'||||IIII'III|||'r|||[ff|'||||||||||| III'r'[I|'|_f|'||||IIIII'III'ITI[T[II||Tl|'|f|||
[M+H-heksoza-pentoza]* - Scan ES+
303
100+ + 507
i L 4
=
1 ad8
1 04 [M+H-pentoza]*
1'% 435 465 20
305
1 214 338 542 651 go3 TTOB0E  gBg
L, L. 254 S 388 481 518 , 4 914 952 954
D |||||||IIIIIIIIIIIIIII||||||||||||||||||||||||IIII||||||||||||||||||||||||||||||||||mJllZ
200 300 400 500 500 700 a0 500 1000

Rycina 23. Widmo ESI-MS zwiazku 2 w trybie jonéw ujemnych (ES-) oraz jonéw dodatnich (ES+).

Tabela 12. Wyniki analizy ESI-MS zwiazku 2

ES- m/z ES+ m/z
jon molekularny [M-H] 595 [M+H]" 597
jony fragmentacyjne:
deprotonowana / protonowana
[M-H-pentoza] 463 [M+H-pentoza]" 465

kwercetyna + heksoza

deprotonowana / protonowana

[M-H-heksoza-

[M+H-heksoza-
301 303

kwercetyna

pentozal]’ pentozal]®

masa zwigzku: 596

wz6r sumaryczny zwigzku: C,sHy016

84




WYNIKI Izolacja i identyfikacja flawonoidow

Analiza *C i '"H NMR
Tabela 13. °C i '"H NMR zwiazku 2 w DMSO-dg
Zwiazek 2
0C,pm OH,,.
Pozycja
100 MHz 400 MHz, DMSO-dg
2 156,26
3 133,28
4 177,36
5 161,17 12,60 (s, 5-OH)
6 98,74 6,21 (d, J=1,9 Hz)
7 164,34
: 8 93,54 6,40 (d, J=1,9 Hz)
=]
= 9 156,32
&
10 103,93
r 121,07
2’ 115,36 7,59 (d, J=2,0 Hz)
¥ 144,86
4 148,56
5 116,17 6,87 (d, J=8,1 Hz)
6’ 121,58 7,57 (dd, J=1,8/8,6 Hz)
1¢ 100,81 5,36 (d, J=7,2 Hz)
2¢ 73,91
[}
3 3¢ 76,86
£ . 2,89 —3,52 (m)
S| 4 70,04
5¢ 76,31
6°¢ 67,21 3,77 (d, J=11,0 Hz)
14 102,70 3,96 (d, J=6,7 Hz)
g 24 72,46
=
= 3 70,46
8 A
= 4 67,29
54 64,83

Widma "C i "H NMR zwiazku 2 sa zgodne z danymi literaturowymi dla 3-0-a-
arabinopiranozylo(1—6)-p-glukopiranozydu kwercetyny (Agrawal i Rastogi 1981;
Agrawal 1989; Agrawal 1992; Clematis i wsp. 2011; Dey 1 Harborne 1989; Harborne
i Mabry 1982; Harborne 1994; Mabry i wsp. 1970; Markham i Ternai 1976; Markham
i wsp. 1978; Teng i wsp. 2002).
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Rycina 24. Widmo "*C NMR zwiazku 2 (DMSO-dg).
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Rycina 25. Widmo 'H NMR zwiazku 2 (DMSO-dg).
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9.1.2.3.

Zwiazek 3

3-0-a-ramnopiranozylo(1—6)-p-glukopiranozyd kwercetyny

synonimy: 3-O-B-rutynozyd kwercetyny, rutyna

Analiza chromatograficzna (TLC)

Tabela 14. Analiza chromatograficzna zwigzku 3

Warto$¢é wspétczynnika Ry

Fluorescencja / zabarwienie

Sy

S4

Ss

UV366 nm NA/U V366 nm

NA/VIS

AICL/UV366 nm

0,47

0,43

0,40

brunatna pomaranczowa | zoélttopomaranczowe

zoha

Analiza spektralna w nadfiolecie (UV)

2,0 -

08

0,6

0,4

0,2

0,00

257,67

359,03

220

240 260

280

300

320

340 360 380 400 420 440 460 480
nm

500

Rycina 26. Widmo w nadfiolecie zwiazku 3 (MeOH).

/21,78

25767 & G

41092 | e NaOMe

220

240 260

280

300

320

340 360 380 400 420 440 460 480
nm

500

Rycina 27. Widma w nadfiolecie zwiazku 3 (MeOH, NaOMe).
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272,89
1,8 N /

08 ]
0.6
0.4 ]

296,93

0,2

0,0

MeOH
NaOAc

NaOAc/H;BO;

T T T T
220 240 260 280 300

T
320

T T T
340 360 380
nm

T
400

T
420

T T T
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Rycina 28. Widma w nadfiolecie zwiazku 3 (MeOH, NaOAc, NaOAc / H;BO;).

274,04
1,8 4
H 257,67

S 26882

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

MecOH
--------- AICly
AICI/HCI

220 240 260 280 300

340 360 380
nm

400

420

440 460 480 500

Rycina 29. Widma w nadfiolecie zwiazku 3 (MeOH, AICl;, AICl; / HCI).

Tabela 15. Charakterystyka spektralna widm w nadfiolecie zwiazku 3

Odczynnik A max i (NM) AL A max 1 (NM) AL
MeOH 258 - 359 -
+NaOMe 272 330; 411 52
+NaOAc 273 15 325; 391
+NaOAc/ H;BO; 262 297; 380 21
+AICl; 274 434 33%*
+AICl; / HC1 269 299; 366; 401 42

*wobec widma z AlICl; / HCL. Pozostale widma analizowano w stosunku do widma w MeOH.
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Analiza HPLC-DAD-ESI-MS

Tabela 16. Analiza HPLC-DAD zwiazku 3

Widmo UV-DAD
Czas retencji (min)
Iy max II (nm) A max I (nm)
16,00 354 255
[M-H) Scan ES-
100+ 609
.
[M-H-metylopentoza] 610
M- H-heksoza metylopentoza] 163
iy 248 293301 367 406 45% 514 534 i 707 7
0 ‘H’U‘ 193: ‘235 . 2?1‘ FUE 3‘29 37:4 ; 414129 d4||| I4EE . 52|2 ISSQ SEBI . Bdﬁl 662 BIT? EQIB . 739
[BI+H]" Scan ES+
100+ 611
‘e\e_
[M+H-heksoza-me tylopenioza]*
303 512
[M+H- metylopentoza]*
465
- 204 Eﬁﬁ 13 533
o 1gp 214228 B pr 3n1( a5 % Ve VP [ _as7snesta 63 e saason | ,(649 BESBROEISTI0 738 o iz
150 17‘5 ZdD 22‘5 25‘E| 27‘5 SDIEI 32‘5 380 37‘5 4EIIE| AZ:S AEII] 4?‘5 EDII] 52‘5 ESIEI 600 52‘5 650 E?‘E 7EIIEI 72‘5 750
Rycina 30. Widmo ESI-MS zwiazku 3 w trybie jonéw ujemnych (ES-) oraz jonéw dodatnich (ES+).
Tabela 17. Wyniki analizy ESI-MS zwiazku 3
ES- m/z ES+ m/z
jon molekularny [M-H] 609 [M+H]* 611
jony fragmentacyjne:
deprotonowana / protonowana ] .
[M-H-metylopentoza] 463 [M-+H-metylopentoza] 465
kwercetyna + heksoza
deprotonowana / protonowana [M-H-heksoza- [M-+H-heksoza-
_ 301 . 303
kwercetyna metylopentoza] metylopentoza]

masa zwigzku: 610

wz6ér sumaryczny zwigzku: Cp;Hz0O16
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Analiza ®C i 'H NMR

Tabela 18. °C i '"H NMR zwiazku 3 w DMSO-dg

Zwiazek 3
0C,pm OH,,
Pozycja
100 MHz 400 MHz, DMSO-d, 400 MHz, DMSO-d¢+D,0
2 156,41
3 133,26
4 177,31
5 161,19 12,59 (s, 5-OH)
6 98,69 6,18 (d, J=2,0 Hz) 6,19 (d, J=2,1 Hz)
7 164,24
: 8 93,58 6,37 (d, J=2,0 Hz) 6,39 (d, J=2,0 Hz)
=]
= 9 156,55
g
10 103,87
K 121,13
2’ 115,20 7,53 (d, J=1,5 Hz) 7,52 (d, J=2,0 Hz)
3 144,74
Y 148,42
5 116,21 6,84 (d, J=8,3 Hz) 6,84 (d, J=8,3 Hz)
6’ 121,56 7,55 (dd, J=2,0/8,6 Hz) 7,53 (dd, J=2,3/8,2 Hz)
1¢ 101,18 5,34 (d, J=7,4 Hz) 5,32 (d, J=7,6 Hz)
26 74,05
[+
N 3¢ 76,42
= G 3,03 — 3,40 (m) 3,02 - 3,38 (m)
2 4 69,97
56 75,88
6¢ 66,97 3,70 (d, J=10,2 Hz) 3,69 (d, J=10,1)
1® 100,72 4,38 (d, J=1,1 Hz) 4,37 (d, J=1,3)
2R 70,34
§ ¥ 70.53 3,03 — 3,40 (m) 3,02 - 3,38 (m)
s ) m s —J, m
g | 4 71,81
s R
il 5 68,22
6"-
17,72 0,99 (d, J=6,2 Hz) 0,97 (d, J=6,2 Hz)
CH;

Widma "C i '"H NMR zwiazku 3 sa zgodne z danymi literaturowymi dla 3-0-a-

ramnopiranozylo(1—6)-p-glukopiranozydu kwercetyny (Agrawal i Rastogi 1981;
Agrawal 1989; Agrawal 1992; Dey i Harborne 1989; Harborne i Mabry 1982; Harborne
1994; Mabry i wsp. 1970; Markham i Ternai 1976; Markham i wsp. 1978).
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Rycina 31. Widmo ">C NMR zwiazku 3 (DMSO-dy).
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Rycina 32. Widmo 'HNMR zwiazku 3 (DMSO-dg).
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Rycina 33. Widmo '"H NMR zwiazku 3 (DMSO-dg+D,0).
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9.1.24. Zwiazek 4

3-0-B-glukopiranozyd kwercetyny

synonim: izokwercytryna

Analiza chromatograficzna (TLC)

Tabela 19. Analiza chromatograficzna zwigzku 4

Warto$¢é wspétczynnika Ry

Fluorescencja / zabarwienie

Sl S4 SS UV366 nm NA/U V366 nm

NA/VIS

AICL/UV366 nm

0,28 0,62 0,61 brunatna pomaranczowa

z6ttopomaranczowe

zoha

Analiza spektralna w nadfiolecie (UV)

T T T T T T
340 360 380 400 420 440
nm

T T T T T
220 240 260 280 300 320

T d
480 500

Rycina 34. Widmo w nadfiolecie zwiazku 4 (MeOH).

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
nm

480 500

Rycina 35. Widma w nadfiolecie zwiazku 4 (MeOH, NaOMe).

95




WYNIKI Izolacja i identyfikacja flawonoidow
1.4
MeOH
134 NaOAc
12 26280 271,29 NaOAc/H;BO;
25 17\
1,1
1,0 4
0,94
0,84

04
034
024

0,14

0,0

J 35539 378,07
A 0,7 384,00
06 32098 \
05 l

T T T
220,0 240 260 280

T
300

T
320

T T T T T T T T 1
340 360 380 400 420 440 460 480 500
nm

Rycina 36. Widma w nadfiolecie zwiazku 4 (MeOH, NaOAc, NaOAc / H;BO;).
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Rycina 37. Widma w nadfiolecie zwiazku 4 (MeOH, AlCl;, AlICl; / HCD).

Tabela 20. Charakterystyka spektralna widm w nadfiolecie zwigzku 4

Odczynnik A max 11 (NM) AA A max 1 (NM) AM
MeOH 256 - 355 -
+NaOMe 272 325; 410 55
+NaOAc 271 15 321; 384
+NaOAc/ H;BO; 263 378 23
+AICI; 272 330; 438 39%
+AICl; / HC1 268 360; 399 44

*wobec widma z AlCl; / HCI. Pozostale widma analizowano w stosunku do widma w MeOH.
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Analiza HPLC-DAD-ESI-MS

Tabela 21. Analiza HPLC-DAD zwiazku 4

Widmo UV-DAD

Czas retencji (min)

)" max I (nm) ;\- max I (nm)
19,93 355 252
[M-H] Scan ES-
100 463
£ [M-H- heksoza] ™
] 301 827
. 293 461 553 593 B35 829
g 1173 228 271 71 412 400 531 707743775 823 8R3 0|/ a7g 0
LA € L A LA O B T AN WP - P A /AP L LS. LA -2 N L L LA
[M+H-heksoza]+ Scan ES+
303
] 465
32:
] 304 66
169 247 404 549 788 827 529
ol 2 A0 L saranr o L) 19 o sarezases 717 8057 877 N\91984 miz
200 300 400 500 00 700 800 900 1000

Rycina 38. Widmo ESI-MS zwiazku 4 w trybie jonéw ujemnych (ES-) oraz jonéw dodatnich (ES+).

Tabela 22. Wyniki analizy ESI-MS zwiazku 4

ES- m/z ES+ m/z
jon molekularny [M-H] 463 [M+H]* 465
jon fragmentacyjny:
deprotonowana / protonowana
[M-H-heksoza] 301 [M+H-heksoza]* 303
kwercetyna

masa zwiazku: 464

wzor sumaryczny zwigzku: C,1H;yO,
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Analiza ®C i 'H NMR

Tabela 23. °C i '"H NMR zwiazku 4 w DMSO-dg

Zwiazek 4
. 5Cppm 6prm
Pozycja
125 MHz 500 MHz, DMSO-dq 500 MHz, DMSO-d¢+D,0
2 156,12
3 133,36
4 177,37
5 160,97 12,63 (s, 5-OH)
6 98,64 6,19 (d, J=1,9 Hz) 6,20 (d, J=1,9 Hz)
7 164,24
- 8 93,57 6,40 (d J=1,9 Hz) 6,41 (d, J=2,0 Hz)
=]
= 9 156,37
on
= 10 103,89
K 121,18
2’ 115,18 7,57 (d, J=2,1 Hz) 7,56 (d, J=2,1 Hz)
3 144,71
4 148,35
5 116,14 6,84 (d, J=9,0 Hz) 6,84 (d, J=9,0 Hz)
6’ 121,63 7,57 (dd, J=2,3/9,0 Hz) 7,55 (dd, J=2,1/8,6 Hz)
16 100,87 5,45 (d, J=7,5 Hz) 5,42 (d, J=7,3 Hz)
2¢ 74,01
g G
N 3 76,37
]
2 4¢ 69,84 3,09 — 3,58 (m) 3,08 — 3,59 (m)
5¢ 77,54
6¢ 60,88

Widma °C i '"H NMR zwiazku 4 sa zgodne z danymi literaturowymi dla 3-O-p-

glukopiranozydu kwercetyny (Agrawal i Rastogi 1981; Agrawal 1989; Agrawal 1992;
Dey i Harborne 1989; Harborne i Mabry 1982; Harborne 1994; Mabry i wsp. 1970;
Markham i Ternai 1976; Markham i wsp. 1978).
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Rycina 39. Widmo ">C NMR zwiazku 4 (DMSO-dy).
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Rycina 40. Widmo 'H NMR zwiazku 4 (DMSO-dg).

100



WYNIKI Izolacja i identyfikacja flawonoidow

. £
L90" 0~ ~_ =
970" 0-—— Lo
8s0 0"
8L6°0
166°0 .40
L10°T =
€50° T
SZI'I\ )

. - = - .
sgt'tk ——= [~ ‘ooor
89T I7
G0z 1
19¢°7 —“’_?

6862

L0972

9€9°¢ [ o

16972 o

8L0"€

2E0 © — | —
GIT°€ _2 g2’ SSY
LZT € — W
8ET € _ 9%
8v1°¢ (=]

6ST € ™ Zge
807" ¢ —98%¢

S _(;_ G —_—
Z12°¢ H-2" -6 o —~IEL
612°€ Fe
8zz € 9,16
192" €
0sz°¢€ =)
z9z°¢ <
T0€°¢€
gze'e
9€5°€ - o
Spse
LSS €
696 € [ ©

n
TP S~ Hl(;E —

e - v —_660

9z ¢ D Lg e
L 2

6T 9 © __

L6T o> H-6 (= 00t

11779 HS [= o — BHD

91&'97 6

€€879~_ , ————

. H-5 960
16879~ = % o ——

N~
€S L
8¥S "L o
gggi H-2’, H-6’ [— Mﬁ} [N 61
T9G" L
G961 [ o
o

Rycina 41. Widmo '"H NMR zwiazku 4 (DMSO-dg+D,0).
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9.1.2.5. Zwiazek 5

3-0-B-glukopiranozyd kemferolu

synonim: astragalina

Analiza chromatograficzna (TLC)

Tabela 24. Analiza chromatograficzna zwigzku 5

Wartos$¢ wspélczynnika R Fluorescencja / zabarwienie
Sy Sy Ss UV366nm NA/UV 366 um NA/VIS AICI/UV366 nm
0,39 0,81 0,70 brunatna z06lta z0tte jasnozéita

Analiza spektralna w nadfiolecie (UV)

1,4 S
134

1,24

1.1
266,36
1,0 4
0.9 4 349,08
08 J
07
06
05
04
03
02

0,1

0.0 ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ T T v T T ¥ d
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
nm

Rycina 42. Widmo w nadfiolecie zwiazku 5 (MeOH).
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Rycina 43. Widma w nadfiolecie zwiazku 5 (MeOH, NaOMe).
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Rycina 44. Widma w nadfiolecie zwigzku 5 (MeOH, NaOAc, NaOAc / H;BO3).

14

134

——— MeOH
--------- AICI
AICI/HCI

T T T
220 240 260 280

T
300

T
320

T T T
340 360 380
nm

T
400

T
420

T T T d
440 460 480 500

Rycina 45. Widma w nadfiolecie zwiazku 5 (MeOH, AlCl;, AlICl; / HCD).

Tabela 25. Charakterystyka spektralna widm w nadfiolecie zwiazku 5

Odczynnik A max 1 (NM) AL A max 1 (NM) AL
MeOH 266 - 349 -
+NaOMe 275 325; 401 52
+NaOAc 274 8 304; 376
+NaOAc/ H;BO; 267 353 4
+AICl; 274 304; 350; 397 1%
+AICl; / HC1 275 302; 344; 396 47

*wobec widma z AlCl; / HCI. Pozostale widma analizowano w stosunku do widma w MeOH.
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Analiza HPLC-DAD-ESI-MS

Tabela 26. Analiza HPLC-DAD zwiazku 5

Widmo UV-DAD

Czas retencji (min)

)"maxII (nm) ;\-maxl(nm)
21,45 349 265
[M-H]- Scan ES-
100- '
e g5
i [M-H-heksoza] g
»g5 448
- 237 [287 44509 B41 7 a79
AL 260 342 3604 510 %561 B14 716 758 @16 @73 962
LR AL IR LA EURLELAE B L B LA LRI LN BRI B B L IR NI B
[M+H-heksoza]* Scan ES+
100+ 287
1 [M+H]*
_ 440
*
-SQ_
l 268 450
169 242 [ 411 558 627 gg7 919950
0 - 214 M7 3957 |471a02 547 651 592 730 773812943 896 e
T Ly S i
200 300 400 800 600 700 800 900 1000

Rycina 46. Widmo ESI-MS zwiazku 5 w trybie jonéw ujemnych (ES-) oraz jonéw dodatnich (ES+).

Tabela 27. Wyniki analizy ESI-MS zwiazku 5

ES- m/z ES+ m/z
jon molekularny [M-H] 447 [M+H]* 449
jon fragmentacyjny:
deprotonowany / protonowany
[M-H-heksoza] 285 [M+H-heksoza]* 287
kemferol

masa zwigzku: 448

wzor sumaryczny zwigzku: C,H,¢Oy
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Analiza ®C i 'H NMR

Tabela 28. °C i '"H NMR zwiazku 5 w DMSO-dg

Zwiazek 5
0C,pm OH,,.,
Pozycja
100 MHz 400 MHz, DMSO-d, 400 MHz, DMSO-d¢+D,0

2 156,23
3 133,16
4 177,46
5 161,21 12,61 (s, 5-OH)
6 98,67 6,21 (d, J=2,0 Hz) 6,21 (d, J=2,0 Hz)
7 164,12

- 8 93,63 6,43 (d, J=2,0 Hz) 6,44 (d, J=2,1 Hz)

=]

= 9 156,36

on

= 10 103,99
K 120,88
2’ 130,88 8,04 (d, J=8,9 Hz) 8,02 (d, J=8,9 Hz)
3 115,09 6,89 (d, J=8,9 Hz) 6,88 (d, J=8,9 Hz)
4 159,94
5 115,09 6,89 (d, J=8,9 Hz) 6,88 (d, J=8,9 Hz)
6’ 130,88 8,04 (d, J=8,9 Hz) 8,02 (d, J=8,9 Hz)
16 100,82 5,45 (d, J=7,4 Hz) 5,42 (d, J=7,5 Hz)
2¢ 74,20

g G

N 3 77,49

]

2 4¢ 69,87 3,07 = 3,57 (m) 3,06 — 3,55 (m)
5¢ 76,40
6¢ 60,81

Widma C i "H NMR zwiazku 5 sa zgodne z danymi literaturowymi dla 3-O-f-

glukopiranozydu kemferolu (Agrawal i Rastogi 1981; Agrawal 1989; Agrawal 1992;
Dey i Harborne 1989; Harborne i Mabry 1982; Harborne 1994; Mabry i wsp. 1970;
Markham i Ternai 1976; Markham i wsp. 1978).
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Rycina 47. Widmo ">C NMR zwiazku 5 (DMSO-dg).
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Rycina 48. Widmo 'H NMR zwiazku 5 (DMSO-dg).
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Rycina 49. Widmo '"H NMR zwiazku 5 (DMSO-dg+D,0).
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9.1.2.6.

Hydroliza kwasowa wyizolowanych zwigzkéw flawonoidowych

Tabela 29. Wyniki analizy hydrolizy kwasowej wyizolowanych zwiazkéw flawonoidowych

TLC PC Fluorescencja / zabarwienie
Zwiazek / wzorzec
St | Sa | Ss | S¢ | S2 | S7 | UVises | UViee/W1 | VIS/W;
zwiazek 1 0,02 | 0,82 | 0,94 - 0,32 | 0,23 z p -
zwiazek 2 0,42 | 0,23 | 0,30 - - - br p -
"""" zwiazek 2% | 029|061 (062 | - | - | - [ o | p | -
"""" agikon | - | - | - | - Joxmloxn| 2z | p | -
"""" cukier | - | - | - Joa| - - - |- e
2| cukier | S oas | s S -
5 [awigzek3 o4 oa3 [oao| - [ [ P -
o |- zwigzek 3% 102910621062 - | - | o | bt ] ] P
& aglikon - - - - 1032023 7 p -
S ekier T e
Té cukier - - - 0,70 - - - - Z-br
< | zwigzek 4 0,28 | 0,62 | 0,61 | - - - br P -
"""" aglikon | - | - | - | - Joxloxs| 2 | p | -
"""" cukier | - | - | - Joa| - - - e
zwigzek S 0,39 | 0,81 | 0,70 | - - - br Z -
"""" aglikon | - [ - | - | - Jost|om| =z |z | -
"""" N N N Y e e e e
aglikony
kwercetyna - - - - 1032|023 Z p -
"""" kemferol | - | - | - | - Jost|on| z | 2z | -
"""" apigenina | - | - | - | - |oetfoes| br |z | -
L luteolina | ST 38 o030 b | b | -
Z | cukry
§ arabinoza - - - 0,48 - - - - cz
z | ksyloza | S s | o - s - z
R ramnoza | e R e S S wbr
S [ ewkom [ e T T T e
= galaktoza - - - 1038 - - - - br
E pochodne kwercetyny
g [ 30Pekonyd [oxTos2Joe] - T - T - T b P :
= | 30Pruynoryd o7 Joa3 [odo| - | - | - | b | N
?lig)fgf‘gl‘l‘lfg}l; 042 | 023 | 031 | - - - br p -
pochodne kemferolu
3-0-p-glukozyd | 0,39 | 0,82 | 0,70 | - - - br z -
"""" 3-O-Brutynozyd | 056 | 049 | 043 | - | - | - [ o |z | -

* - produkt wtérny hydrolizy kwasowej; oznaczenia fluorescencji / zabarwienia: br — brunatny, cz —

czerwony, p — pomaranczowy, z — z6lty, z-br — zéttobrazowy.
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9.2. Analiza kwasow fenolowych
9.2.1. Analiza jakosciowa (2D-TLC)

Tabela 30. Wyniki analizy chromatograficznej (2D-TLC) wzorcowych kwaséw fenolowych i frakcji eteru

dietylowego
Wartos¢
Wzorcowy kwas fenolowy / wspélczynnika Rf Fluorescjencja Zabarwienie
plama zwigzku UV 366 um W,/VIS
Si3 S
chlorogenowy 0,03 0,84 niebieska jasnobrunatne
trans-ferulowy 0,75 0,41 niebieska fioletowe
galusowy 0,33 0,71 ciemnoniebieska jasnopomaranczowe
E izowanilinowy 0,51 0,68 jasnosliwkowa pomaranczowe
S
g kawowy 0,04 0,41/0,67* jasnoniebieska szarobrunatne
;E p-hydroksybenzoesowy 0,36 0,77 fioletowa z6lte
% p-hydroksyfenylooctowy 0,35 0,88 niebieska jasnoczerwone
§ p-kumarowy 0,38 0,57/0,78* fioletowa czerwone
protokatechowy 0,03 0,65 ciemnoniebieska | ciemnopomaranczowe
Syryngowy 0,73 0,72 fioletowa rézowe
wanilinowy 0,69 0,73 ciemnoniebieska pomaraficzowe
\E plama 1 0,03 0,65 ciemnoniebieska | ciemnopomaranczowe
f;v plama 2 0,38 0,57/0,78* fioletowa czerwone
E» plama 3 0,75 0,41 niebieska fioletowe
E plama 4 0,04 0,41/0,67* jasnoniebieska szarobrunatne

* - warto$ci dla konfiguracji cis; Sy3 - toluen-HOAc-H20 (6:7:3); S; - HOAc-H20 (15:85); W, -

zdwuazowany kwas sulfanilowy przegotowany ex tempore i 20% roztwér weglanu sodu (1:1).
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9.2.2. Okreslenie profilu kwasow fenolowych metoda UPLC-PDA

Analiz¢ wykonano zgodnie z metodyka opracowana w Katedrze i1 Zakladzie

Farmakognozji Uniwersytetu im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu®.

Opracowana metoda umozliwia rozdzial mieszaniny 15 najczes$ciej spotykanych
w Swiecie roslinnym kwaséw fenolowych (chlorogenowego, dihydrokawowego,
ferulowego, galusowego, izowanilinowego, kawowego, m-kumarowego,
p-kumarowego, p-hydroksybenzoesowego, p-hydroksyfenylooctowego,
protokatechowego, syryngowego, salicylowego, wanilinowego, rozmarynowego) za

pomoca ultrasprawnej chromatografii cieczowej (Rycina 50).

i m
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Rycina 50. Chromatogram UPLC wzorcowych kwaséw fenolowych w st¢zeniu 20 pg/mL: galusowy (1),
protokatechowy (2), chlorogenowy (3), p-hydroksybenzoesowy (4), dihydrokawowy (5), p-
hydroksyfenylooctowy (6), wanilinowy (7), kawowy (8), syryngowy (9), izowanilinowy (10), p-

kumarowy (11), salicylowy (12), trans-ferulowy (13), m-kumarowy (14), rozmarynowy (15).

* Metodyke opracowaty dr Matgorzata Wojcinska oraz dr Justyna Chanaj-Kaczmarek

111



WYNIKI Analiza kwasow fenolowych

20077 =
3 kwas 1.50] kwas
1.50— |
alusow; = rotokatechow
B 8 Y B 259.8 P Y
= 1 .00 = 1007
o0.s0 o]
000 o .00
T T
1.0 )77 2.0
os B kwas 3 kwas
. chlorogenowy 1.507 p-hydroksybenzoesowy
0.60—] 3
=2 3 = 1.00
0.4 )77 |
3 0.s50
0.20 Bl
0.00 0.00]
L S e B e B B N AL B m LB LA S e B e B
250.00 300.00 350.00 400.00 0.00 350.00 “400.00
nm nm
1.00] ©-80
kwas 0.60 kwas
dihydrokawowy n p-hydroksyfenylooctowy
= = o.40
2! 2 1
- 1 0.20—
0.20— B
B 390.7| 1
0.00 ©.00—
— T T T T T T T
250.00 300.00 350.00 400.00
nm
— o
1507 kwas
h wanilinowy
B 261.0
— 1.00— =
| =
o SO;
o OO;
— "7 "7 T —— 7T T
250.00 300.00 350.00 400.00 250.00 300.00 350.00 400.00
nm nm
2. .00 3 ]
1 1.50—
] kwas n
1.50—
= syryngowy 7
= 1.00—
1.00— =2 4
0.5 | O,Sﬂi
0.00 000
— T T T T T T T
250.00 300.00 350.00 400.00
nm
- 1.20
©0.80— kwas 1.00 kwas
] -kumarow; = salicylow:
0.60] p y 0.80 ylowy
= 2 o.60
0 40— B
J 0.404
©-207 0.20H
0.00 0.00—
—— T T T T T T T T T T L T S B B e e S L S S
250.00 300.00 350.00 400.00 250.00 300.00 350.00 <400.00
nm nm
0.80—
P kwas kwas
0.60— trans-ferulowy m-kumarowy
;( o 40; E
o EO;
o OO;
— T T — 77—
250.00 300.00 350.00 400.00 250.00 300.00 350.00 400.00
nm nm
0.40—]
1 kwas rozmarynowy
0 .30
020
o.10
0 00—

Rycina 51. Widma w nadfiolecie wzorcowych kwaséw fenolowych.
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Dla kazdego wzorcowego kwasu fenolowego wykreslono krzywa kalibracyjna

w zakresie stgzen 2 — 40 pg/mL, z wyjatkiem kwasu rozmarynowego, dla ktérego

zakres ten wynosit 5 — 50 pg/mL (Tabele 31 - 32).

Tabela 31. WartoSci czaséw retencji oraz réwnania krzywych kalibracyjnych kwaséw fenolowych

(Chanaj-Kaczmarek 2013)

Réwnanie krzywej

Kwas fenolowy t (min) r
kalibracyjnej

galusowy 3,81 y = 88398x - 53935 0,9999
protokatechowy 5,57 y = 104765x - 45841 1,0000
chlorogenowy 6,46 y =79806x - 60132 0,9999
dihydrokawowy 7,09 y =28224x - 27073 0,9997
p-hydroksybenzoesowy 7,28 y = 184507x - 6297 0,9998
p-hydroksyfenylooctowy 7,41 y =35134x - 10204 0,9999
wanilinowy 7,68 y = 112403x - 54790 1,0000
kawowy 7,81 y = 145745x - 104383 0,9998
Syryngowy 7,87 y =94223x - 56227 0,9999
izowanilinowy 8,06 y = 112849x - 67266 1,0000
p-kumarowy 10,77 y =191755x - 188141 0,9999
salicylowy 11,47 y =90342x - 78050 0,9998
trans-ferulowy 12,02 y = 139473x - 145738 0,9998
m-kumarowy 12,93 y = 195679x - 144835 0,9999
rozmarynowy 14,29 y =79620x - 151947 0,9996

t — $redni czas retencji (n=8); r — wspélczynnik korelacji liniowej Pearsona; x — stgzenie kwasu

fenolowego; y — pole powierzchni piku.
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Tabela 32. Warto$ci parametréw procesu walidacji metody UPLC-PDA (Chanaj-Kaczmarek 2013)

Kwas fenolowy Powtarzalnos¢ LOD (ng/mL) | LOQ (ug/mL) Zakres liniowoSci
(Wz %) (ng/mL)

galusowy 0,87 0,4460 1,3380 5-40
protokatechowy 0,93 0,2506 0,7519 5-40
chlorogenowy 1,51 0,7401 2,2203 5-40
dihydrokawowy 1,81 0,6289 1,8866 10-40
p-hydroksybenzoesowy 0,81 0,7459 2,2376 5-40
p-hydroksyfenylooctowy 1,48 0,4644 1,3933 5-40
wanilinowy 0,79 0,2640 0,7920 2-40
kawowy 1,52 0,6289 1,8867 5-40
Syryngowy 1,72 0,4149 1,2448 5-40
izowanilinowy 0,90 0,2546 0,7639 5-40
p-kumarowy 0,91 0,4429 1,3286 5-40
salicylowy 0,97 0,6355 1,9066 5-40
trans-ferulowy 0,89 0,5817 1,7452 5-40
m-kumarowy 0,91 0,3330 0,9989 5-40

rozmarynowy 1,15 0,9748 2,9243 10-50

LOD (limit of detection) — granica wykrywalno$ci; LOQ (limit of quantification) — granica oznaczalno$ci.

W celu oczyszczenia wyciagu roslinnego metodyka zaktada wykonanie

ekstrakcji do fazy stalej (SPE) za pomoca kolumienek ekstrakcyjnych firmy Waters
(Oasis MAX oraz Oasis HLB).

Odzyski kwasow fenolowych obliczono w oparciu o réznicg pol powierzchni

pikéw poszczegdlnych kwaséw fenolowych przed oraz po oczyszczeniu mieszaniny

wzorcowych kwasow fenolowych o stezeniu 20 pg/mL w kolumienkach ekstrakcyjnych

(Tabela 33).
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Tabela 33. Warto$ci odzyskéw poszczegblnych kwaséw fenolowych (Chanaj-Kaczmarek 2013)

Oasis MAX Oasis HLB

Kwas fenolowy Sredni odzysk Sredni odzysk
%) S Wz %) S Wz
galusowy 0 0,00 0,00 71,74+0,02 0,02 0,54
protokatechowy 91,19+0,19 0,18 1,02 90,03+0,05 0,05 1,04
chlorogenowy 81,73+0,13 0,12 0,76 83,63+0,01 0,01 0,37
dihydrokawowy 23,50+016 0,15 2,75 74,31+0,02 0,02 0,34
p-hydroksybenzoesowy 96,01+0,36 0,34 1,67 90,61+0,07 0,07 1,42
p-hydroksyfenylooctowy 92,30+0,13 0,13 0,67 91,91+0,07 0,07 1,38
wanilinowy 95,76+0,41 0,39 1,91 90,60+0,08 0,08 1,51
kawowy 73,81+0,39 0,38 2,50 84,42+0,05 0,05 1,11
Syryngowy 93,59+0,20 0,19 0,97 90,71+0,06 0,05 1,06
izowanilinowy 94,71+0,16 0,15 0,75 90,39+0,06 0,06 1,23
p-kumarowy 92,11+0,14 0,14 0,67 78,12+0,02 0,02 0,39
salicylowy 56,68+0,68 0,65 8,07 66,91+0,03 0,03 1,14
trans-ferulowy 90,02+0,34 0,32 1,67 83,39+0,08 0,08 1,78
m-kumarowy 94,74+0,11 0,10 0,50 89,13+0,05 0,05 1,01
rozmarynowy 58,34+0,40 0,39 3,85 100,77+0,04 0,04 1,13

S — odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Wz — wspétczynnik zmiennoséci (%). Kolorem

niebieskim oznaczono najwyzsze $rednie warto$ci odzyskéw dla poszczeg6lnych kwaséw fenolowych.

9.2.2.1. Przygotowanie prob do badan

W celu oczyszczenia wyciagu z ziela dymnicy lekarskiej zastosowano ekstrakcjg
do fazy statej (SPE) uzywajac kolumienek ekstrakcyjnych firmy Waters:
e QOasis MAX 6 cc Vac Cartridge (500 mg podtoza, wielkos¢ ziaren 60 pm)
e QOasis HLB Plus Short Cartridge (225 mg podioza, wielkos¢ ziaren 60 um).

Procedur¢ wymywania kwaséw fenolowych z kolumienek przedstawiono na

Rycinach 52 - 53.
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MeOH H,O wyciag NH;-H;O H,O 2% HCOOH

taczenie kwaséw

kondycjonowanie naniesienie fenolowych elucja kwaséw
kolumienki probki (sorpcja) z grupami przemycie ztoza fenolowych
jonowymiennymi (desorpcja)

ztoza

Rycina 52. Schemat wymywania kwaséw fenolowych z kolumienki Oasis MAX.

MeOH H,0 wyciag H,0 70% MeOH

kondycjonowanie naniesienie elucja kwaséw
kolumienki probki (sorpcja) przemycie ztoza fenolowych
(desorpcja)

Rycina 53. Schemat wymywania kwaséw fenolowych z kolumienki Oasis HLB.

Na kolumienke ekstrakcyjna Oasis MAX naniesiono 0,5 mL wyciagu z ziela
dymnicy lekarskiej (rozdz. 8.3.3.2.). Nastgpnie kolumienk¢ przemywano roztworem
amoniaku oraz woda destylowana. Kwasy fenolowe eluowano z niej za pomoca 25 mL
2% kwasu mrowkowego w metanolu. Uzyskany roztwor zaggszczono do sucha na
wyparce prézniowej, rozpuszczono w2 mL mieszaniny metanol — woda (1:1),
a nastgpnie oczyszczono przez filtr strzykawkowy (GHP, 25 mm, 0,2 um, Waters). Ze
wzgledu na wyzsze wartosci odzyskow (Tabela 33), w wyciagu z ziela dymnicy
oczyszczonym na kolumienkach Oasis MAX oznaczono kwas protokatechowy,
p-kumarowy oraz trans-ferulowy.

Na kolumienke ekstrakcyjna Oasis HLB naniesiono 0,35 mL wyciagu z ziela
dymnicy lekarskiej (rozdz. 8.3.3.2.). Kolumienk¢ przemywano woda destylowana.
Kwasy fenolowe eluowano natomiast 50 mL 70% metanolu. Otrzymany roztwor

zageszezono do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, rozpuszczono w 2 mL mieszaniny
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metanol — woda (1:1) 1 oczyszczono przez filtr strzykawkowy (GHP, 25 mm, 0,2 um,
Waters). W oczyszczonym na kolumienkach Oasis HLB wyciagu z ziela dymnicy

oznaczono kwas kawowy.

9.2.2.2. Oznaczenie zawartos$ci kwasow fenolowych w wyciagu

Zawartos¢ kwasow fenolowych w zielu dymnicy lekarskiej (pg/g ziela)
obliczono na podstawie rownan prostych wyznaczonych dla poszczegdlnych

wzorcowych kwaséw fenolowych.

Wyniki analizy oraz ich parametry statystyczne przedstawiono w Tabelach 34 —

41 i na Rycinach 54 - 55.

4 — kwas p-kumarowy
4.00 kwas kawowy t=10,73

kwas protokatechowy
t=5,55

Kkwas trans-ferulowy
t=1198

|
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes

Rycina 54. Chromatogram UPLC wyciagu z ziela dymnicy (0,5 mL) oczyszczonego przy uzyciu

kolumienki Oasis MAX (kolorem czerwonym zaznaczono kwasy fenolowe analizowane ilo§ciowo).

kwas p-kumarowy

Kkwas kawowy
t=7,79

kwas protokatechowy kwas trans-ferulowy

\ \ \
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes

Rycina 55. Chromatogram UPLC wyciagu z ziela dymnicy (0,35 mL) oczyszczonego przy uzyciu

kolumienki Oasis HLB (kolorem czerwonym zaznaczono kwasy fenolowe analizowane ilo$ciowo).

117



WYNIKI Analiza kwasow fenolowych

Zawartos¢ kwasu protokatechowego w zielu dymnicy

Tabela 34. Warto$ci pdl powierzchni pikéw i zawarto$¢ kwasu protokatechowego w zielu dymnicy

Tlos¢ ziela . Zawarto$¢ kwasu protokatechowego
w prébie (g/mL) w prébie (ng/mL) w zielu dymnicy (ng/g)

877502 8,81 17,63

I 0,50 860238 8,65 17,30
860072 8,65 17,29

880533 8,84 17,68

II 0,50 891459 8,95 17,89
896598 9,00 17,99

909303 9,12 18,23

111 0,50 888650 8,92 17,84
902384 9,05 18,10

A — pole powierzchni piku.

Tabela 35. Ocena statystyczna uzyskanych wynikow

X S S Wz n X 28
I 17,41 0,19 0,11 1,10 17,4120,49 17.41£0,38
i 17.86 0,16 0,09 0,88 17,8620,40 17,8620,31
I 18,06 0,20 0,12 111 18,06+0,51 18,06+0,40
17,770,46

X - Srednia zawartos¢ kwasu protokatechowego w zielu wdanym powtdrzeniu; S - odchylenie

standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej; Wz —

wspétczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla

poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=4,403);

A2S - przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).
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Zawartos¢ kwasu p-kumarowego w zielu dymnicy

Tabela 36. Warto$ci pdl powierzchni pikéw i zawarto$¢ kwasu p-kumarowego w zielu dymnicy

Hosé ziela N Zawarto$¢ kwasu p-kumarowego

W prébie (g/mL) w proébie (ng/mL) w zielu dymnicy (pg/g)
5036145 27,24 54,49
I 0,50 5030586 27,22 54,43
5110755 27,63 55,27
5097667 27,57 55,13
II 0,50 5112277 27,64 55,28
5195744 28,08 56,15
5075779 27,45 54,90
III 0,50 5152402 27,85 55,70
5033798 27,23 54,46

A — pole powierzchni piku.

Tabela 37. Ocena statystyczna uzyskanych wynikow

X S S- Wz n X £28
I 54,73 0,47 0,27 0,85 54,73+1,19 54,73+0,93
| 55,52 0,55 0,32 0,99 55,52+1,40 55,52+1,10
I 55,02 0,63 0,36 1,14 55,02+1,59 55,0241,25
55,09+1,39

X - $rednia zawarto$¢ kwasu p-kumarowego w zielu w danym powtérzeniu; S - odchylenie standardowe

pojedynczego wyniku; S - odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej; Wz — wspolczynnik
zmienno$ci (%); p — przedziat ufno$ci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu

istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto$¢ wspdtczynnika rozkladu t-Studenta t,=4,403); KiZS —

przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).
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Zawartos¢ kwasu trans-ferulowego w zielu dymnicy

Tabela 38. Warto$ci pdl powierzchni pikéw i zawarto$¢ kwasu trans-ferulowego w zielu dymnicy

Tlos¢ ziela N Zawarto$¢ kwasu trans-ferulowego
w prébie (g/mL) w prébie (ng/mL) w zielu dymnicy (ng/g)

2570763 19,48 38,95

I 0,50 2556866 19,38 38,75
2523964 19,14 38,28

2553016 19,35 38,70

II 0,50 2538209 19,24 38,49
2576403 19,52 39,03

2551294 19,34 38,67

111 0,50 2510389 19,04 38,09
2535940 19,23 38,45

A — pole powierzchni piku.

Tabela 39. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz B X £28
I 38,66 0,34 0,20 0,8 38,66+0,88 38,66+0,69
II 38,74 0,28 0,16 0,71 38,74+0,70 38,74+0,55
III 38,41 0,30 0,17 0,77 38,41+0,75 38,41+0,59
38,60+0,78
X - érednia zawarto$é kwasu trans-ferulowego w zielu wdanym powtérzeniu; S - odchylenie

standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej; Wz —

wspétczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla

poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=4,403);

A28 - przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).
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Zawartos¢ kwasu kawowego w zielu dymnicy

Tabela 40. Warto$ci pdl powierzchni pikéw i zawarto$¢ kwasu kawowego w zielu dymnicy

Tlos¢ ziela . Zawarto$¢ kwasu kawowego
w prébie (g/mL) w prébie (ng/mL) w zielu dymnicy (ng/g)

1168826 8,74 24,96

I 0,35 1155486 8,64 24,70
1172563 8,76 25,03

1161775 8,69 24,82

II 0,35 1165659 8,71 24,90
1150478 8,61 24,60

1165621 8,71 24,90

111 0,35 1152083 8,62 24,63
1163080 8,70 24,85

A — pole powierzchni piku.

Tabela 41. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz B X £28
I 24,90 0,18 0,10 0,71 24,90+0,45 24,90+0,35
i 24,77 0,15 0,09 0,62 24,77+0,39 24,77+0,31
I 24,79 0,14 0,08 0,57 24.790,36 24,79+0,28
24,82+0,40

X - $rednia zawarto$é kwasu kawowego w zielu w danym powtérzeniu; S - odchylenie standardowe
pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej; Wz — wspdlczynnik
zmienno$ci (%); p — przedziat ufno$ci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu

istotnosci o = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto$¢ wspélczynnika rozkladu t-Studenta t,=4,403); KiZS —

przedzial w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).
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Rycina 56. Widma w nadfiolecie kwaséw fenolowych wystgpujacych w zielu dymnicy.
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9.3. Badania iloSciowe

9.3.1. Oznaczenie zawarto$ci sumy polifenoli z odczynnikiem Folin-Ciocalteu

w przeliczeniu na kwas galusowy

Oznaczenie wykonano za pomoca zmodyfikowanej metody Meng i wsp. (2009).

9.3.1.1. Wykreslenie krzywej kalibracyjnej dla wzorcowego kwasu galusowego

9.3.1.1.1. Przygotowanie roztworu podstawowego kwasu galusowego (1,0 mg/mL)

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml odwazono doktadnie 0,10000 g kwasu
galusowego. Rozpuszczono go w 10 mL metanolu, a nastgpnie uzupetniono do
wspotmiernosci woda destylowana. Uzyskano w ten sposéb roztwor podstawowy

o stgzeniu 1,0 mg/mL.

9.3.1.1.2. Przygotowanie rozcienczen roztworu podstawowego (0,02 — 0,08

mg/mL)

Do kolb miarowych o pojemnos$ci 5 mL dodawano roztwoér podstawowy kwasu
galusowego w ilosciach: 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40 mL, a nastgpnie
uzupelniono woda destylowana do wspdétmiernosci. Uzyskano roztwory o stezeniach
0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07 oraz 0,08 mg/mL. Dla kazdego z rozcienczen
przygotowano po 10 préb.

9.3.1.1.3. Wykonanie oznaczenia

Do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL dodawano kolejno:

o 0,1 mL poszczegdlnych rozcienczen podstawowego roztworu kwasu
galusowego

o 0,1 mL odczynnika Folin-Ciocalteu (FC)

o 1,0 mL 7% wodnego roztworu weglanu sodu (po uptywie 3 minut od

momentu dodania odczynnika FC)
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Prébg odniesienia przygotowano w analogiczny sposOb, zastgpujac roztwor

kwasu galusowego woda destylowana.

Po 60 minutach inkubacji liczonych od chwili dodania roztworu weglanu sodu
mierzono absorbancj¢ uzyskanych roztworéw wobec préby odniesienia przy dtugosci
fali A=760 nm, w jednorazowych kuwetach plastikowych o grubosci 1 cm. Otrzymane

wyniki postuzyty do wykreslenia krzywej kalibracyjnej.

Tabela 42. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworéw kwasu galusowego

X A1 Az A3 A4 As A6 A7 AS A9 A10 A

0,002 | 0,2227 | 0,2228 | 0,2251 | 0,2270 | 0,2271 | 0,2272 | 0,2275 | 0,2286 | 0,2293 | 0,2304 | 0,2268

0,003 | 0,3323 | 0,3326 | 0,3340 | 0,3336 | 0,3341 | 0,3367 | 0,3365 | 0,3343 | 0,3390 | 0,3401 | 0,3353

0,004 | 0,4370 | 0,4410 | 0,4395 | 0,4423 | 0,4416 | 0,4420 | 0,4442 | 0,4465 | 0,4453 | 0,4491 | 0,4429

0,005 | 0,5418 | 0,5411 | 0,5421 | 0,5512 | 0,5474 | 0,5515 | 0,5464 | 0,5529 | 0,5526 | 0,5526 | 0,5480

0,006 | 0,6617 | 0,6572 | 0,6545 | 0,6532 | 0,6580 | 0,6494 | 0,6511 | 0,6513 | 0,6512 | 0,6517 | 0,6539

0,007 | 0,7533 | 0,7544 | 0,7574 | 0,7561 | 0,7577 | 0,7600 | 0,7592 | 0,7627 | 0,7605 | 0,7628 | 0,7584

0,008 | 0,8572 | 0,8620 | 0,8607 | 0,8629 | 0,8622 | 0,8653 | 0,8650 | 0,8652 | 0,8717 | 0,8709 | 0,8643

x — ilo$¢ kwasu galusowego w badanej prébie (mg); A; — A,y — warto$¢ absorbancji badanych préb; A -

Srednia arytmetyczna z wartosci absorbancji.

Tabela 43. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S Sq Wz M A %28
0,002 | 02268 | 00026 | 00008 | 1,1283 0,2268+0,0018 0,2268+0,0051
0,003 | 03353 | 00027 | 00008 | 0,7917 0,33530,0019 0,33530,0053
0,004 | 04429 | 00035 | 00011 | 07954 0,4429+0,0025 0,4429+0,0070
0,005 | 05480 | 00049 | 00015 | 0,8869 0,5480+0,0035 0,5480+0,0097
0,006 | 06539 | 00039 | 00012 | 05952 0,6539+0,0028 0,65390,0078
0,007 | 07584 | 00032 | 00010 | 04267 0,7584:0,0023 0,7584+0,0065
0,008 | 08643 | 00044 | 00014 | 05111 0,86430,0032 0,8643+0,0088

x - zawarto§¢ kwasu galusowego w badanej prébie (mg); A - $rednia arytmetyczna z warto$ci

absorbancji; S - odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe Sredniej

arytmetycznej; Wz — wspéiczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom

prawdopodobiefistwa 95%, dla poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=10, f=n-1 warto$¢ wspotczynnika

rozkladu t-Studenta t,=2,262); A2S - przedziat w ktéorym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego

oznaczenia (dla a = 0,05).
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Tabela 44. Parametry krzywej kalibracyjnej dla kwasu galusowego obliczone metoda najmniejszych

kwadratéw
x y(A) Xty X’ y
0,002 0,2268 0,000454 0,000004 0,051425
0,003 0,3353 0,001006 0,000009 0,112440
0,004 0,4429 0,001771 0,000016 0,196116
0,005 0,5480 0,002740 0,000025 0,300260
0,006 0,6539 0,003924 0,000036 0,427624
0,007 0,7584 0,005309 0,000049 0,575186
0,008 0,8643 0,006914 0,000064 0,747032
X
0,035 3,8296 0,022118 0,000203 2,410082

Wspétczynniki aib réwnania korelacyjnego y =

najmniejszych kwadratéw:

gdzie:

x — i1lo$¢ kwasu galusowego w prébie (mg)

y — absorbancja préby

y =106,0671x + 0,0167

Tabela 45. Parametry réwnania prostej y = 106,0671x + 0,0167

ax + b obliczono metoda

a

b

r

1'2

106,0671

0,0167

0,9999

0,9999

a — wspGlezynnik kierunkowy prostej; b — wyraz wolny; r — wspétczynnik korelacji liniowej Pearsona; r*

— wspélczynnik determinacji

Tabela 46. Punkty teoretyczne krzywej kalibracyjnej dla kwasu galusowego obliczone z rownania prostej

y =106,0671x + 0,0167

x (mg)

0,002

0,003

0,004

0,005

0,006

0,007

0,008

v (A)

0,2289

0,3349

0,4410

0,5471

0,6531

0,7592

0,8653

125




WYNIKI

Badania ilo$ciowe

9.3.1.2.

absorbancja

0,004 0,005 0,006

ilos ¢ kwasu galusowego (mg)

Rycina 57. Krzywa kalibracyjna dla wzorcowego kwasu galusowego.

Oznaczenie zawarto$ci sumy polifenoli w wyciagach

Do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL dodawano po 0,1 mL

badanych wyciagéw (rozdz. 8.4.3.2.1.), anastgpnie odczynniki analogicznie jak

w przypadku krzywej kalibracyjnej dla kwasu galusowego. Z kazdego powtérzenia

poszczegbdlnych wyciagéw przygotowano po 3 proby. Wyniki oznaczen podano

w przeliczeniu na kwas galusowy w mg/g ziela dymnicy (mg GAE/g).

9.3.1.2.1. Zawartos$¢ sumy polifenoli w nalewce

Tabela 47. Warto$ci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ sumy polifenoli w nalewce

To$¢ ziela A Zawarto$¢ sumy polifenoli
w probie (mg) w prébie (mg) w nalewce (mg GAE/g)

0,4507 0,0041 10,23

I 0,40 0,4491 0,0041 10,19

0,4485 0,0041 10,18

0,4525 0,0041 10,27

I 0,40 0,4479 0,0041 10,16
0,4553 0,0041 10,34

0,4472 0,0041 10,15

I 0,40 0,4483 0,0041 10,17
0,4511 0,0041 10,24

L, I, IIT — przygotowane powtérzenia nalewki; A — warto$ci absorbancji badanych prob.
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Tabela 48. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 10,20 0,03 0,02 0,26 10,20+0,07 10,20+0,05
i 10,26 0,09 0,05 0.86 10,2620,22 10,2620,18
I 10,19 0,05 0,03 0,47 10,19+0,12 10,19+0,09
10,2120,14

X - $rednia zawartosé sumy polifenoli w nalewce w danym powtérzeniu (mg GAE/g); S - odchylenie

standardowe pojedynczego wyniku; S - odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz —

wspétczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla

poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 wartos¢ wspodtczynnika rozktadu t-Studenta t,;=4,403);

X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).

Srednia zawarto$é sumy polifenoli w przygotowanej nalewce wynosi 10,21 mg w1 g

ziela dymnicy w przeliczeniu na kwas galusowy.

9.3.1.2.2. Zawartos¢ sumy polifenoli w odwarze

Tabela 49. Warto$ci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ sumy polifenoli w odwarze

Ilos¢ ziela

Zawarto$¢ sumy polifenoli

W probie (mg) A w prébie (mg) w odwarze (mg GAE/g)

0,4485 0,0041 13,57

I 0,30 0,4545 0,0041 13,76
0,4518 0,0041 13,67

0,4524 0,0041 13,69

I 0,30 0,4545 0,0041 13,76
0,4530 0,0041 13,71

0,4465 0,0041 13,51

I 0,30 0,4529 0,0041 13,71
0,4488 0,0041 13,58

L, 11, IIT — przygotowane powtérzenia odwaru; A — warto$ci absorbancji badanych préb.
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Tabela 50. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 13,67 0,09 0,05 0,69 13,67+0,24 13,67+0,19
i 13,72 0,03 0,02 0,25 13,7220,09 13,72+0,07
I 13,60 0,10 0,06 0,75 13,60+0,26 13,60+0,20
13,6620,20

X - $rednia zawartosé sumy polifenoli w odwarze w danym powtdrzeniu (mg GAE/g); S - odchylenie

standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej; Wz —

wspotczynnik zmiennosci (%); 1 — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla

poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=4,403);

X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla a = 0,05).

Srednia zawarto$¢ sumy polifenoli w przygotowanym odwarze wynosi 13,66 mg w 1 g

ziela dymnicy w przeliczeniu na kwas galusowy.

9.3.1.2.3. Zawartos¢ sumy polifenoli w wyciggu metanolowo-wodnym

Tabela 51. Warto$ci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ sumy polifenoli w wyciagu metanolowo-wodnym

Tlo$¢ ziela

Zawarto$¢ sumy polifenoli

w prébie (mg) A w prébic (mg) w wyciagu metanolowo-
wodnym (mg GAE/g)

0,4442 0,0040 14,39

I 0,28 0,4442 0,0040 14,39
0,4453 0,0040 14,43

0,4476 0,0041 14,51

II 0,28 0,4437 0,0040 14,38
0,4425 0,0040 14,34

0,4440 0,0040 14,39

III 0,28 0,4491 0,0041 14,56
0,4476 0,0041 14,51

I, II, III — przygotowane powtdrzenia wyciaggu metanolowo-wodnego; A — wartosci absorbancji badanych

proéb.
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Tabela 52. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 14,41 0,02 0,01 0,15 14,41£0,05 14,4120,04
i 14,41 0,09 0,05 0,62 14,4120,23 14,410,18
I 14,49 0,09 0,05 0,61 14,49£0,22 14,49+0,18
14,4320,17

x - Srednia zawarto$¢ sumy polifenoli w wyciagu metanolowo-wodnym w danym powtdrzeniu (mg

GAE/g); S - odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe $redniej

arytmetycznej; Wz — wspotczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom

prawdopodobiefistwa 95%, dla poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto$¢ wspétczynnika

rozktadu t-Studenta t,=4,403); X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego

oznaczenia (dla a = 0,05).

Srednia zawarto$é sumy polifenoli w wyciagu metanolowo-wodnym wynosi 14,43 mg

w 1 g ziela dymnicy w przeliczeniu na kwas galusowy.

9.3.2. Oznaczenie zawartosci sumy flawonoidéw w przeliczeniu na kwercetyne

Oznaczenie wykonano kolorymetryczna metoda farmakopealna (FP IX, monografia

Betulae folium).

9.3.2.1. Wpykreslenie krzywej kalibracyjnej dla wzorcowej kwercetyny

9.3.2.1.1. Przygotowanie roztworu podstawowego kwercetyny (0,2 mg/mL)

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL odwazono doktadnie 0,01119 g
kwercetyny dwuwodnej (co odpowiadatlo 0,01000 g kwercetyny bezwodnej),
a nastgpnie uzupetniono do wspétmiernosci metanolem. Uzyskano wten sposéb

roztwor podstawowy o stgzeniu 0,2 mg/mL.
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9.3.2.1.2. Przygotowanie rozcienczen roztworu podstawowego (4,0 — 22,0 ng/mL)

Do kolb miarowych o pojemnosci 5 mL dodawano roztwér podstawowy
kwercetyny w ilosciach: 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40; 0,45; 0,50; 0,55 mL,
anastgpnie uzupetniono metanolem do wspétmiernosci. Uzyskano roztwory
o stezeniach 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0; 18,0; 20,0 oraz 22,0 pg/mL. Dla

kazdego z rozcienczen przygotowano po 8 prob.

9.3.2.1.3. Wykonanie oznaczenia

Do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 5 mL dodawano kolejno:

o 1,0 mL poszczegdlnych rozcienczen podstawowego roztworu
kwercetyny (co odpowiadato 4,0 — 22,0 pug kwercetyny)
o 0,1 mL 5% roztworu AlICl;

o 1,4 mL mieszaniny kwasu octowego i metanolu (1:19)

Préb¢ odniesienia przygotowano w analogiczny sposéb, zastgpujac roztwor

chlorku glinu mieszaning kwasu octowego z metanolem.

Absorbancj¢ uzyskanych roztworéw mierzono po uptywie 30 minut od momentu
dodania odczynnika kompleksotwoérczego (AlCI3), w kuwetach kwarcowych o grubosci
1 cm, wobec proby odniesienia, przy dlugosci fali A=425 nm. Otrzymane wyniki

postuzyly do wykreslenia krzywej kalibracyjne;j.

130



WYNIKI

Badania ilo$ciowe

Tabela 53. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworéw kwercetyny

x A A, As Ay As Ag A, As A
40 | 01165 | 0,1175 | 0,1164 | 0,187 | 0,1166 | 0,1191 | 0,189 | 0,1173 | 0,1176
6,0 | 01906 | 0,1863 | 0,1851 | 0,1853 | 0,1888 | 0,1908 | 0,1865 | 0,1901 | 0,1879
8,0 | 02531 | 02565 | 02531 | 02570 | 0,2596 | 02579 | 02587 | 0,2590 | 0,2569
10,0 | 03284 | 03259 | 03263 | 03263 | 03278 | 03286 | 0,3261 | 03276 | 0,3271
12,0 | 04008 | 03944 | 03956 | 03957 | 0,3984 | 04008 | 0,3983 | 04048 | 0,3986
14,0 | 04704 | 04702 | 04703 | 04702 | 04691 | 04683 | 04676 | 04695 | 0,4695
16,0 | 05312 | 0,5365 | 05355 | 0,5372 | 0,5414 | 0,5419 | 0,5409 | 0,5405 | 0,5381
18,0 | 05966 | 0,5988 | 05954 | 0,6133 | 06169 | 06158 | 0,6149 | 06161 | 0,6085
20,0 | 06712 | 06778 | 0,6738 | 06839 | 0,6849 | 0,6848 | 06849 | 0,6721 | 0,6792
22,0 | 07443 | 07515 | 0,7412 | 0,7462 | 0,7492 | 0,7491 | 0,7505 | 0,7515 | 0,7479

x — iloé¢ kwercetyny w badanej probie (ug); A; — Ajy — warto$¢ absorbancji badanych préb; A - $rednia

arytmetyczna z wartosci absorbancji.

Tabela 54. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S Sx Wz n A28
4,0 0,1176 0,0011 0,0004 0,9584 0,1176+0,0009 0,1176+0,0023
6,0 0,1879 0,0024 0,0008 1,2792 0,1879+0,0020 0,1879+0,0048
8,0 0,2569 0,0025 0,0009 0,9869 0,2569+0,0021 0,2569+0,0051
10,0 0,3271 0,0011 0,0004 0,3348 0,3271+0,0009 0,3271+0,0022
12,0 0,3986 0,0034 0,0012 0,8654 0,3986+0,0029 0,3986+0,0069
14,0 0,4695 0,0010 0,0004 0,2222 0,4695+0,0009 0,4695+0,0021
16,0 0,5381 0,0037 0,0013 0,6905 0,5381+0,0031 0,5381+0,0074
18,0 0,6085 0,0097 0,0034 1,5872 0,6085+0,0081 0,6085+0,0193
20,0 0,6792 0,0061 0,0022 0,9041 0,6792+0,0051 0,6792+0,0123
22,0 0,7479 0,0037 0,0013 0,4965 0,7479+0,0031 0,7479+0,0074

x - zawarto$¢ kwercetyny w badanej prébie (ug); A - $rednia arytmetyczna z warto§ci absorbancji; S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; S - odchylenie standardowe §redniej arytmetycznej; Wz

— wspdtczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%,

dla poziomu istotnosci o = 0,05 przy n=8, f=n-1 warto$¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=2,365);

A28 - przedziat w ktérym powinien znaleZz¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).
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Tabela 55. Parametry krzywej kalibracyjnej dla kwercetyny obliczone metoda najmniejszych kwadratow

2

2

x y(A) x*y x y
4,0 0,1176 0,470500 16,0 0,013836
6,0 0,1879 1,127625 36,0 0,035321
8,0 0,2569 2,054900 64,0 0,065978

10,0 0,3271 3,271250 100,0 0,107011
12,0 0,3986 4,783200 1440 0,158882
14,0 0,4695 6,572300 196,0 0,220383
16,0 0,5381 8,610200 256,0 0,289592
18,0 0,6085 10,952550 324,0 0,370242
20,0 0,6792 13,583500 400,0 0,461279
22,0 0,7479 16,454625 484.,0 0,559411
X
70,0 2,2957 26,889975 812,0 0,891002

Wspétczynniki aib réwnania korelacyjnego y =

najmniejszych kwadratéw:

gdzie:

x — i1lo$¢ kwercetyny w prébie (ug)

y — absorbancja préby

y = 0,0336x - 0,0056

Tabela 56. Parametry réwnania prostej y = 0,0336x — 0,0056

ax + b obliczono metoda

a

b

r

I_2

0,0336

-0,0056

0,9997

0,9994

a — wspétczynnik kierunkowy prostej; b — wyraz wolny; r — wspétczynnik korelacji liniowej Pearsona; r°

— wspotczynnik determinacji
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Tabela 57. Punkty teoretyczne krzywej kalibracyjnej dla kwercetyny obliczone z réwnania prostej y =

0,0336x — 0,0056

X (pg) 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0

y(X) 0,1288 | 0,1960 | 0,2632 | 0,3304 | 0,3976 | 0,4648 | 0,5320 | 0,5992 | 0,6664 | 0,7336

absorbancja

0,0

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
ilos ¢ kwercetyny (png)

Rycina 58. Krzywa kalibracyjna dla wzorcowej kwercetyny.

9.3.2.2. Oznaczenie zawartosci flawonoidow w wyciggach

Do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 5 mL dodawano po 1,0 mL
badanych wyciagéw (rozdz. 8.4.3.2.2.), anastgpnie odczynniki analogicznie jak
w przypadku wykreSlania krzywej kalibracyjnej dla kwercetyny. Z kazdego
powtdrzenia poszczegdlnych wyciagéw przygotowano po 3 préby. Wyniki oznaczen

podano w przeliczeniu na kwercetyne w mg/g ziela dymnicy (mg QE/g).
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9.3.2.2.1. Zawarto$¢ flawonoidow w nalewce

Tabela 58. Warto$ci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ flawonoidéw w nalewce

Ilo$¢é ziela Zawarto$¢ flawonoidow
w probie (mg) A w proébie (mg) w nalewce (mg QE/g)

0,4570 0,0138 2,09

I 6,6 0,4553 0,0137 2,08
0,4571 0,0138 2,09

0,4553 0,0137 2,08

II 6.6 0,4557 0,0137 2,08
0,4582 0,0138 2,09

0,4569 0,0138 2,09

I 6.6 0,4577 0,0138 2,09
0,4582 0,0138 2,09

I, I, IIT — przygotowane powtérzenia nalewki; A — warto$ci absorbancji badanych préb

Tabela 59. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n X £28
I 2,08 0,00 0,00 0,22 2,080,01 2,080,01
i 2,08 0,01 0,00 0,34 2,08+0,02 2,08+0,01
I 2,09 0,00 0,00 0,14 2,090,01 2,090,01
2,09+0,01

X - $rednia zawarto$¢ flawonoidéw w nalewce w danym powtérzeniu (mg QE/g); S - odchylenie

standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej; Wz —

wspotczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla

poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=4,403);

X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla a = 0,05).

Srednia zawarto$¢ flawonoidéw w przygotowanej nalewce wynosi 2,09 mg w 1 g ziela

dymnicy w przeliczeniu na kwercetyne.
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9.3.2.2.2. Zawarto$¢ flawonoidow w odwarze

Tabela 60. Warto$ci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ flawonoidéw w odwarze

Ilo$¢é ziela Zawarto$¢ flawonoidow
w probie (mg) A w proébie (mg) w odwarze (mg QE/g)

0,5354 0,0161 1,61

I 10,00 0,5321 0,0160 1,60
0,5335 0,0160 1,60

0,5337 0,0161 1,61

11 10,00 0,5358 0,0161 1,61
0,5336 0,0160 1,60

0,5365 0,0161 1,61

I 10,00 0,5352 0,0161 1,61
0,5344 0,0161 1,61

L, I, IIT — przygotowane powtérzenia odwaru; A — warto$ci absorbancji badanych préb.

Tabela 61. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 1,61 0,00 0,00 0,31 1,61£0,01 1,6120,01
i 1,61 0,00 0,00 0,23 1,6120,01 1,61£0,01
I 1,61 0,00 0,00 0,20 1,6120,01 1,61+0,01
1,6120,01

x - $rednia zawarto$¢ flawonoidéw w odwarze w danym powtérzeniu (mg QE/g); S - odchylenie

standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej; Wz —

wspotczynnik zmiennosci (%); 1 — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla

poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 wartos¢ wspodtczynnika rozkltadu t-Studenta t,;=4,403);

X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla a = 0,05).

Srednia zawarto$¢ flawonoidéw w przygotowanym odwarze wynosi 1,61 mg w1l g

ziela dymnicy w przeliczeniu na kwercetyng.
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9.3.2.2.3. Zawartos$¢ flawonoidéow w wyciagu z ziela dymnicy (wg FP IX)

Tabela 62. Wartosci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ flawonoidéw w wyciagu z ziela dymnicy wg

FP IX

Ilo$¢é ziela Zawarto$¢ flawonoidéw
w probie (mg) A w prébie (mg) w wyciagu (mg QE/g)

0,4942 0,0149 6,20

I 2,40 0,4945 0,0149 6,20

0,4937 0,0149 6,19

0,4943 0,0149 6,20

II 2,40 0,4938 0,0149 6,19
0,4934 0,0149 6,19

0,4951 0,0149 6,21

I 2,40 0,4933 0,0148 6,19
0,4941 0,0149 6,20

I, I, IIT — przygotowane powtdrzenia wyciagu; A — wartosci absorbancji badanych préb.

Tabela 63. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 6.20 0,01 0,00 0,08 6,20£0,01 6,20£0,01
i 6.19 0,01 0,00 0,09 6,19+0,01 6,19+0,01
I 6.20 0,01 0,01 0,18 6,10+0,03 6,200,02
6,200,02

X - S$rednia zawarto$§¢ flawonoidéw w wyciaggu w danym powtérzeniu wyciagu (mg QE/g); S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; S+ - odchylenie standardowe §redniej arytmetycznej; Wz

— wspdtczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%,

dla poziomu istotnosci o = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto$¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t, =4,403);

X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).

Srednia zawarto$¢ flawonoidéw w wyciagu z ziela dymnicy wg FP IX wynosi 6,20 mg

w 1 g ziela dymnicy w przeliczeniu na kwercetyng.
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9.3.3. Oznaczenie zawartosci kwasow fenolowych w przeliczeniu na kwas

kawowy

Oznaczenie zawartosci kwaséw fenolowych wykonano zmodyfikowana metoda

kolorymetryczna z uzyciem odczynnika Arnov’a, opisang w FP V1.

9.3.3.1. Wpykreslenie krzywej kalibracyjnej dla wzorcowego kwasu kawowego

9.3.3.1.1. Przygotowanie roztworu podstawowego kwasu kawowego (0,2 mg/mL)

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL odwazono doktadnie 0,01000 g kwasu
kawowego. Rozpuszczono go w 10 mL metanolu, anastgpnie uzupetniono do
wspotmiernosci woda destylowana. Uzyskano w ten sposéb roztwor podstawowy

o stgzeniu 0,2 mg/mL.

9.3.3.1.2. Przygotowanie rozcienczen roztworu podstawowego (4,8 — 33,6 ng/mL)

Do kolb miarowych o pojemnosci 5 mL dodawano roztwoér podstawowy kwasu
kawowego w ilosciach: 0,12; 0,24; 0,36; 0,48; 0,60; 0,72; 0,84 mL, a nast¢pnie
uzupelniono woda destylowana do wspdétmiernosci. Uzyskano roztwory o stezeniach
4,8; 9,6; 14.4; 19,2; 24,0; 28,8 oraz 33,6 pg/mL. Dla kazdego z rozciehczen
przygotowano po 10 préb.

9.3.3.1.3. Wykonanie oznaczenia

Do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL dodawano kolejno:

o 0,7 mL poszczegdlnych rozcienczen podstawowego roztworu kwasu
kawowego (co odpowiadato 3,36 — 23,52 ug kwasu kawowego)

o 0,1 mL roztworu kwasu solnego

o 0,1 mL odczynnika Arnov’a

o 0,1 mL roztworu wodorotlenku sodu

Préb¢ odniesienia przygotowano w analogiczny sposéb, zastgpujac roztwor

kwasu kawowego woda destylowana.
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Absorbancj¢ uzyskanych roztworéw mierzono natychmiast po dodaniu roztworu
wodorotlenku sodu, w kuwetach kwarcowych o grubosci 1 cm, wobec proby

odniesienia, przy dlugosci fali A=490 nm. Otrzymane wyniki postuzyty do wykreslenia

krzywej kalibracyjnej.

Tabela 64. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworéw kwasu kawowego

X Ay A, Aj Ay As Aq A, Ag Ay Ay A

3,36 | 0,1191 | 0,1179 | 0,1188 | 0,1178 | 0,1192 | 0,1184 | 0,1177 | 0,1177 | 0,1179 | 0,1172 | 0,1182

6,72 | 0,2243 | 0,2246 | 0,2261 | 0,2237 | 0,2240 | 0,2268 | 0,2238 | 0,2265 | 0,2280 | 0,2281 | 0,2256

10,08 | 0,3387 | 0,3347 | 0,3340 | 0,3330 | 0,3342 | 0,3371 | 0,3385 | 0,3363 | 0,3338 | 0,3315 | 0,3352

13,44 | 0,4350 | 0,4336 | 0,4337 | 0,4359 | 0,4324 | 0,4397 | 0,4371 | 0,4318 | 0,4365 | 0,4384 | 0,4354

16,80 | 0,5490 | 0,5543 | 0,5486 | 0,5531 | 0,5566 | 0,5458 | 0,5550 | 0,5476 | 0,5515 | 0,5464 | 0,5508

20,16 | 0,6635 | 0,6539 | 0,6512 | 0,6506 | 0,6555 | 0,6653 | 0,6505 | 0,6546 | 0,6574 | 0,6662 | 0,6569

23,52 | 0,7500 | 0,7412 | 0,7482 | 0,7442 | 0,7385 | 0,7330 | 0,7353 | 0,7384 | 0,7497 | 0,7415 | 0,7420

x — iloé¢ kwasu kawowego w badanej prébie (ug); A; — Ajy — wartoé¢ absorbancji badanych préb; A -

Srednia arytmetyczna z wartosci absorbancji.

Tabela 65. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S Sy Wz n A28
336 | 01182 | 0,007 | 00002 | 0,5670 0,11820,0005 0,11820,0013
672 | 02256 | 00017 | 00005 | 07622 0,2256+0,0012 0,2256+0,0034
10,08 | 03352 | 00024 | 00008 | 07112 0,3352+0,0017 0,3352+0,0048
1344 | 04354 | 00026 | 00008 | 0,5934 0,43540,0018 0,43540,0052
16,80 | 05508 | 0,0038 | 00012 | 06953 0,5508+0,0027 0,55080,0077

20,16 | 06569 | 00061 | 00019 | 09222 0,6569+0,0043 0,6569+0,0121
23,552 | 07420 | 0,0059 | 00019 | 0,8018 0,7420+0,0043 0,742020,0119

x - zawarto$¢ kwasu kawowego w badanej probie (1g); A - Srednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji;

S - odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej;

Wz — wspétczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa

95%, dla poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=10, f=n-1 warto$¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta

t,.1=2,262); A28 - przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla a =

0,05).
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Tabela 66. Parametry krzywej kalibracyjnej dla kwasu kawowego obliczone metoda najmniejszych

kwadratéw
x y(A) Xty X’ y
3,36 0,1182 0,397051 11,289600 0,013964
6,72 0,2256 1,515965 45,158400 0,050891
10,08 0,3352 3,378614 101,606400 0,112346
13,44 0,4354 5,851910 180,633600 0,189582
16,80 0,5508 9,253272 282,240000 0,303370
20,16 0,6569 13,242499 406,425600 0,431478
23,52 0,7420 17,451840 553,190400 0,550564
X
94,08 3,0640 51,091152 1580,544000 1,652194

Wspétczynniki aib réwnania korelacyjnego y

najmniejszych kwadratéw:

gdzie:

x — 1lo§¢ kwasu kawowego w prébie (ug)

y — absorbancja proby

Tabela 67. Parametry réwnania prostej y = 0,0314x + 0,0163

= ax + b obliczono metoda

y =0,0314x + 0,0163

a

b

r

1'2

0,0314

0,0163

0,9998

0,9996

a — wspGlezynnik kierunkowy prostej; b — wyraz wolny; r — wsp6tczynnik korelacji liniowej Pearsona; r”

— wspotczynnik determinacji

Tabela 68. Punkty teoretyczne krzywej kalibracyjnej dla kwasu kawowego obliczone z réwnania prostej y

=0,0314x + 0,0163
X (ng) 3,36 6,72 10,08 13,44 16,8 20,16 23,52
y (K) 0,1217 0,2270 0,3324 0,4377 0,5431 0,6484 0,7538
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absorbancja

0,0

0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0

ilo§¢ kwasu kawowego (ng)

Rycina 59. Krzywa kalibracyjna dla wzorcowego kwasu kawowego.

9.3.3.2.  Oznaczenie zawartosci kwaséw fenolowych w wyciagach

Do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL dodawano po 0,7 mL
badanych wyciagéw (rozdz. 8.4.3.2.3.), a nastgpnie odczynniki analogicznie jak
w przypadku wykreslania krzywej kalibracyjnej dla kwasu kawowego. Z kazdego
powtdrzenia poszczegdlnych wyciagéw przygotowano po 3 préby. Wyniki oznaczen

podano w przeliczeniu na kwas kawowy w mg/g ziela dymnicy (mg CAE/g).

9.3.3.2.1. Zawartos¢ kwasow fenolowych w nalewce

Tabela 69. Warto$ci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ kwaséw fenolowych w nalewce

Tlosé ziela N Zawarto$¢ kwasow fenolowych
W probie (mg) Ww proébie (mg) w nalewce (mg CAE/g)
0,4068 0,0124 4,94
I 2,52 0,4131 0,0126 5,01
0,4075 0,0125 4,94
0,4033 0,0123 4,89
II 2,52 0,4043 0,0124 4,90
0,4076 0,0125 4,95
0,4065 0,0124 4,93
I 2,52 0,4041 0,0124 4,90
0,4098 0,0125 4,97

L, I, IIT — przygotowane powtérzenia nalewki; A — warto$ci absorbancji badanych prob.
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Tabela 70. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 4,96 0,04 0,03 0,88 4,960,11 4,96+0,09
i 491 0,03 0,02 0,58 4,9120,07 4,91+0,06
I 4,94 0,04 0,02 0,73 4,94+0,09 4,94+0,07
4,94+0,09

x - S§rednia zawarto$¢ kwaséw fenolowych w nalewce w danym powtérzeniu (mg CAE/g); S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz

— wspdtczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%,

dla poziomu istotnosci o = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t, =4,403);

X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla a = 0,05).

Srednia zawarto$¢ kwaséw fenolowych w przygotowanej nalewce wynosi 4,94 mg w 1

g ziela dymnicy w przeliczeniu na kwas kawowy.

9.3.3.2.2. Zawarto$¢ kwasow fenolowych w odwarze

Tabela 71. Warto$ci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ kwaséw fenolowych w odwarze

Tlo$¢ ziela

Zawarto$¢ kwasow fenolowych

A
w prébie (mg) w probie (mg) w odwarze (mg CAE/g)

0,4009 0,0122 7,29

I 1,68 0,3938 0,0120 7,16

0,3993 0,0122 7,26

0,3993 0,0122 7,26

11 1,68 0,3962 0,0121 7,20
0,4000 0,0122 7,27

0,3992 0,0122 7,26

I 1,68 0,3938 0,0120 7,16
0,3982 0,0122 7,24

L, 11, IIT — przygotowane powtérzenia odwaru; A — warto$ci absorbancji badanych préb.
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Tabela 72. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 7.23 0,07 0,04 0,98 7,2440,18 7,24+0,14
i 7.25 0,04 0,02 0,53 7,2540,10 7,25+0,08
I 7,22 0,05 0,03 0,75 7.22+0,14 7,2240,11
7,23+0,14

X - S$rednia zawarto§¢ kwaséw fenolowych w odwarze w danym powtérzeniu (mg CAE/g); S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz

— wspdtczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%,

dla poziomu istotnodci o = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t, =4,403);

X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla a = 0,05).

Srednia zawarto$é kwaséw fenolowych w przygotowanym odwarze wynosi 7,23 mg

w 1 g ziela dymnicy w przeliczeniu na kwas kawowy.

9.3.3.2.3. Zawarto$¢ kwasow fenolowych w wyciagu metanolowo-wodnym

Tabela 73. Wartosci pomiaréw absorbancji i zawarto$¢ kwaséw fenolowych w wyciagu metanolowo-

wodnym

Ilos¢ ziela

Zawarto$¢ kwasow fenolowych

A .
w prébie (mg) W prébie (mg) w wyciggu metanolowo-wodnym
(mg CAE/g)

0,4092 0,0125 8,13

I 1,54 0,4132 0,0126 8,21

0,4071 0,0124 8,08

0,4072 0,0124 8,08

11 1,54 0,4099 0,0125 8,14
0,413 0,0126 8,20

0,4099 0,0125 8,14

111 1,54 0,412 0,0126 8,18
0,4101 0,0125 8,14

I, II, III — przygotowane powtérzenia wyciaggu metanolowo-wodnego; A — wartosci absorbancji badanych

proéb.
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Tabela 74. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

X S S Wz n x£28
I 8,14 0,06 0,04 0,79 8,1420,16 8,14+0,13
i 8,14 0,06 0,03 0,74 8,140,15 8,1420,12
I 8,16 0,02 0,01 0,29 8,1620,06 8,1620,05
8,150,13

X - $rednia zawarto$¢ kwaséw fenolowych w wyciaggu metanolowo-wodnym w danym powtdrzeniu (mg

CAE/g); S - odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe Sredniej

arytmetycznej; Wz — wspotczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom

prawdopodobiefistwa 95%, dla poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=3, f=n-1 warto$¢ wspétczynnika

rozktadu t-Studenta t,=4,403); X 428 — przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego

oznaczenia (dla a = 0,05).

Srednia zawarto$é kwaséw fenolowych w wyciagu metanolowo-wodnym wynosi 8,15

mg w 1 g ziela dymnicy w przeliczeniu na kwas kawowy.
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94. Badania aktywnosci biologicznej

94.1. Aktywnos¢ antyoksydacyjna

9.4.1.1. Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda ABTS

Oznaczenie wykonano wg zmodyfikowane] metody Re i1wsp. (2009). Do
oznaczenia  aktywnos$ci  antyoksydacyjnej = wykorzystano  reakcje  redukcji

kationorodnikéw ABTS" przez badana nalewke i odwar.

9.4.1.1.1. Przygotowanie roztworu kationorodnikéw ABTS™

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL odwazono doktadnie 0,19204 g ABTS
irozpuszczono go w 2,45 mM roztworze nadsiarczanu potasu. Roztwér K;S,;0g
uzyskano przez rozpuszczenie 0,33116 g substancji w wodzie destylowanej w kolbie
miarowej o pojemnosci 500 mL. Otrzymany 7,0 mM roztwér podstawowy
kationorodnikéw ABTS™ inkubowano przez 12 godzin w temperaturze pokojowej,
w ciemnym miejscu. Po tym czasie rozcienczono go woda destylowana, tak aby przy

dhugosci fali A=734 nm wykazywal absorbancj¢ ~0,77.

9.4.1.1.2. Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej substancji referencyjnych

9.4.1.1.2.1.Przygotowanie roztworéw podstawowych

A. rutyny
Odwazono 0,01250 g wzorcowej rutyny do kolby miarowej o pojemnosci 25 mL

i uzupetniono metanolem, uzyskujac roztwor o st¢zeniu 0,50 mg/mL.

B. kwasu galusowego
Odwazono 0,01251 g wzorcowego kwasu galusowego do kolby miarowej
o pojemnosci 25 mL, rozpuszczono go w 20 mL metanolu i uzupetniono woda

destylowana. Uzyskano w ten sposob roztwor o stezeniu 0,50 mg/mL.
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C. troloksu
Odwazono 0,02002 g wzorcowego troloksu do kolby miarowej o pojemnosci

5 mL i uzupetniono metanolem, uzyskujac roztwor o stezeniu 4,00 mg/mL.

9.4.1.1.2.2.Przygotowanie rozcienczen roztworow podstawowych

A. rutyny (0,05 - 0,25 mg/mL)

Do kolb miarowych o pojemnosci 5 mL dodano podstawowy roztwér rutyny
wilosci: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mL, anastgpnie uzupetniono metanolem. Uzyskano
roztwory o st¢zeniach: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 oraz 0,25 mg/mL. Dla kazdego

rozcienczenia przygotowano po 8 prob.

B. kwasu galusowego (0,005 - 0,025 mg/mL)

Do kolb miarowych o pojemnosci 5 mL dodano podstawowy roztwoér kwasu
galusowego w ilosci: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 mL, a nastgpnie uzupetniono woda
destylowana. Uzyskano roztwory o st¢zeniach: 0,005; 0,010; 0,015; 0,020 i0,025

mg/mL. Dla kazdego rozcienczenia przygotowano po 8 préb.

C. troloksu (0,01 — 0,10 mg/mL)

Do kolb miarowych o pojemnosci 10 mL dodano podstawowy roztwér troloksu
wilosci: 0,025; 0,050; 0,100; 0,150; 0,200; 0,250 mL, a nast¢gpnie uzupetniono
metanolem. Uzyskano roztwory o st¢zeniach: 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 1 0,10 mg/mL.

Dla kazdego rozcienczenia przygotowano po 8 prob.

9.4.1.1.2.3.Wykonanie oznaczenia

Do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL dodawano kolejno:

o 50 pL rozcienczen podstawowych roztworéw substancji referencyjnych:
rutyny (2,5 — 12,5 pg), kwasu galusowego (0,25 — 1,25 pg) i troloksu
(0,5-5,0 pg)

o 1,0 mL roztworu kationorodnikéw ABTS™
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Pomiar absorbancji préb wykonano po 10 minutach inkubacji (czas wyznaczony
doswiadczalnie). Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali A=734 nm, wobec préby

odniesienia (woda), w jednorazowych plastikowych kuwetach o grubosci 1 cm.

Zdolnos¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw (%) obliczono na podstawie

ponizszego réwnania:

A .. —A
stopief neutralizacji rodnika (%) = —225——" %100
ABTS™

gdzie:

Aapts™ - $rednia absorbancja roztworu kationorodnikéw ABTS™

A, - Srednia absorbancja probki, odczytana po 10 minutach inkubacji

Wartosci ICsy (stezenie antyoksydantu niezbg¢dne do eliminacji 50% wolnych
rodnikéw) obliczono metoda interpolacji liniowej migdzy wartoSciami ponizej

1 powyzej 50% aktywnosci antyoksydacyjne;.

9.4.1.1.2.4.Wyznaczenie 1Cs

ICs¢ dla rutyny

Tabela 75. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworéw rutyny

X A4 A, Aj Ay As A A, Ag A

0,00 0,7658 | 0,7659 | 0,7667 0,7673 | 0,7684 | 0,7688 | 0,7676 | 0,7691 0,7675

2,50 0,5976 | 0,5969 | 0,5986 | 0,5990 | 0,5983 | 0,5990 | 0,6011 0,6010 | 0,5989

5,00 0,4393 | 0,4406 | 0,4418 | 0,4414 | 0,4434 | 0,4438 | 0,4402 0,4385 | 0,4411

7,50 0,3073 0,31 0,3109 | 0,3084 | 0,3117 0,31 0,3143 | 03111 | 0,3105

10,00 | 0,2166 | 0,2205 | 0,2214 | 0,2217 | 0,2228 | 0,2211 0,222 0,2199 | 0,2208

12,50 | 0,1285 | 0,1287 | 0,1298 | 0,1319 | 0,1294 0,131 0,1312 | 0,1301 | 0,1301

X - zawarto$¢ rutyny w badanej prébie (ng); A;-Ag - wartoSci absorbancji badanych préb; A - érednia

arytmetyczna z warto$ci absorbancji.
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Tabela 76. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S Sk Wz n A28
0,00 | 07675 | 00013 | 00004 | 0,1647 0,7675+0,0011 0,7675+0,0025
2,50 | 05989 | 00015 | 00005 | 02476 0,5989+0,0012 0,5989+0,0030
500 | 04411 | 00019 | 00007 | 04216 0,4411£0,0016 0,44110,0037
7,50 | 03105 | 00021 | 00008 | 0,6837 0,310520,0018 0,3105+0,0042
10,00 | 02208 | 00019 | 00007 | 08599 0,2208+0,0016 0,2208+0,0038
12,50 | 01301 | 0,0012 | 0,0004 | 09350 0,1301+0,0010 0,1301£0,0024

X - zawarto$¢ rutyny w badanej prébie (pg); A - $rednia arytmetyczna z wartoSci absorbancji; S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz

— wspdtczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%,

dla poziomu istotnodci o = 0,05 przy n=8, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=2,365);

A2S - przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).

Tabela 77. Stopien neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez rutyng

X Stei’en.ie rutyny A Stop.iez’l neutrali.facji
w proébie (ng/mL) rodnikow ABTS™ (%)

0,00 0,00 0,7675 0

2,50 2,38 0,5989 21,96
5,00 4,76 0,4411 42,52
7,50 7,14 0,3105 59,55
10,00 9,52 0,2208 71,24
12,50 11,90 0,1301 83,05

X - zawarto$¢ rutyny w badanej prébie (ng); A - $rednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji; objgtosé

badanych préb V=1,05 mL.
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stopien neutralizacji ABTS™ (%)
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Rycina 60. Stopien neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez rutyne.

Z réwnania prostej przechodzacej przez punkty o wspétrzednych (4,76; 42,52) oraz
(7,14; 59,55):

y =7,1555x + 8,4600

obliczono warto$¢ ICsy dla rutyny, ktéra wynosita 5,81 pg/mL.

ICsy dla kwasu galusowego

Tabela 78. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworéw kwasu galusowego

X A, A, A; Ay As Ag A, Ag A

0,00 0,7765 | 0,7765 0,777 0,7765 | 0,7766 | 0,7765 | 0,7766 | 0,7764 | 0,7766

0,25 0,6023 | 0,6016 | 0,5987 | 0,6019 | 0,5996 | 0,6006 | 0,5994 | 0,6018 | 0,6007

0,50 0,4864 | 0,4878 | 0,4875 | 0,4919 | 0,4870 | 0,4899 | 0,4909 | 0,4876 | 0,4886

0,75 0,3866 | 0,3868 | 0,3867 | 0,3858 | 0,3850 | 0,3889 | 0,3866 | 0,3861 | 0,3866

1,00 0,2925 | 0,2947 | 0,2919 | 0,2902 | 0,2918 | 0,2910 | 0,2908 | 0,2904 | 0,2917

1,25 0,1962 | 0,1961 | 0,1969 | 0,1953 | 0,1963 | 0,1957 | 0,1955 | 0,1951 | 0,1959

x - zawarto$¢ kwasu galusowego w badanej probie (ug); A;-Ag - wartosci absorbancji badanych proéb; A

- §rednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji.
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Tabela 79. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S S+ Wz n A £2S
0,00 | 07766 | 0,002 | 00001 | 00236 0,7766+0,0002 0,7766+0,0004
0,25 | 0,6007 | 00014 | 00005 | 02261 0,60070,001 1 0,60070,0027
0,50 | 0488 | 00020 | 00007 | 04102 0,488620,0017 0,4886+0,0040
0,75 | 03866 | 00011 | 00004 | 02897 0,3866+0,0009 0,3866+0,0022
1,00 | 02917 | 00015 | 00005 | 0,5005 0,29170,0012 0,2917+0,0029
1,25 | 01959 | 00006 | 00002 | 03044 0,1959+0,0005 0,19590,0012

x - zawarto$¢ kwasu galusowego w badanej prébie (ng); A - $rednia arytmetyczna z wartosci

absorbancji; S - odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe Sredniej

arytmetycznej; Wz — wspotczynnik zmiennosci (%); p — przedzial ufnosci (przyjmujac poziom

prawdopodobiefistwa 95%, dla poziomu istotnosci a = 0,05 przy n=8, f=n-1 warto$¢ wspétczynnika

rozktadu t-Studenta t,=2,365); A#2S - przedzial w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego

oznaczenia (dla a = 0,05).

Tabela 80. Stopien neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez kwas galusowy

Stezenie kwasu . o
< alusoweso w probie A Stopien neutralizacji
’ (llx‘,’;;,mL)p rodnikéw ABTS™ (%)
0,00 0,00 0,7766 0
0,25 0,24 0,6007 22,64
0,50 0,48 0,4886 37,08
0,75 0,71 0,3866 50,22
1,00 0,95 0,2917 62,44
1,25 1,19 0,1959 74,78

x - zawarto$¢ kwasu galusowego w badanej prébie (ug); A - $rednia arytmetyczna z wartoSci

absorbancji; objgto$¢ badanych préb V=1,05 mL.
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Rycina 61. Stopien neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez kwas galusowy.

Z réwnania prostej przechodzacej przez punkty o wspétrzednych (0,48; 37,08) oraz
(0,71; 50,22):

y =57,1304x + 9,6574

obliczono warto$¢ ICsy dla kwasu galusowego, ktéra wynosita 0,71 pg/mL.

1C5 dla troloksu

Tabela 81. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworéw troloksu

X A4 A, Aj Ay As Ag A, Ag A

0,00 0,7711 | 0,7707 | 0,7709 | 0,7707 | 0,7709 | 0,7709 | 0,7711 | 0,7710 | 0,7709

0,50 0,6852 | 0,6847 | 0,6870 | 0,6857 | 0,6854 | 0,6877 | 0,6857 | 0,6858 | 0,6859

1,00 0,6269 | 0,6223 | 0,6265 | 0,6256 | 0,6252 | 0,6240 | 0,6265 | 0,6256 | 0,6253

2,00 0,5080 | 0,5079 | 0,5082 | 0,5087 | 0,5075 | 0,5091 | 0,5106 | 0,5110 | 0,5089

3,00 0,4109 | 04103 | 04102 | 0,4107 | 0,4105 | 04111 | 04111 | 04128 | 0,4110

4,00 0,2851 | 0,2832 | 0,2848 | 0,2833 | 0,2834 | 0,2833 | 0,2872 | 0,2868 | 0,2846

5,00 0,1507 | 0,1504 | 0,1504 | 0,1503 | 0,1504 | 0,1523 | 0,1522 | 0,1520 | 0,1511

x - zawarto$¢ troloksu w badanej prébie (ng); A;-Ag - wartosci absorbancji badanych préb; A - érednia

arytmetyczna z wartosci absorbancji.

150




WYNIKI

Badania aktywnosci biologicznej

Tabela 82. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S S+ Wz n A £2S
0,00 | 0,7709 | 00002 | 00001 | 0,0201 0,7709+0,0001 0,7709+0,0003
0,50 | 06859 | 00010 | 00003 | 0,1428 0,68590,0008 0,68590,0020
1,00 | 06253 | 00015 | 00005 | 02441 0,6253+0,0013 0,6253+0,0031
2,00 | 05089 | 00013 | 00005 | 02534 0,5089+0,0011 0,5089:£0,0026
3,00 | 04110 | 00008 | 00003 | 0,1998 0,41100,0007 0,4110£0,0016
4,00 | 02846 | 00016 | 00006 | 05736 0,2846+0,0014 0,2846+0,0033
500 | 0,1511 | 00009 | 00003 | 05988 0,151120,0008 0,1511£0,0018

x - zawarto$¢ troloksu w badanej prébie (ug); A - $rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji; S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; S - odchylenie standardowe §redniej arytmetycznej; Wz

— wspétczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobiefnstwa 95%,

dla poziomu istotnosci o = 0,05 przy n=8, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=2,365);

A2S - przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).

Tabela 83. Stopief neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez troloks

< Stgie’ni.e troloksu Y Stop.iefl neutrali.facji
w probie (ng/mL) rodnikow ABTS™ (%)
0,00 0,00 0,7709 0,00
0,50 0,48 0,6859 11,03
1,00 0,95 0,6253 18,89
2,00 1,90 0,5089 33,99
3,00 2,86 0,4110 46,69
4,00 3,81 0,2846 63,08
5,00 4,76 0,1511 80,40

x - zawarto$¢ troloksu w badanej probie (ng); A - Srednia arytmetyczna z wartosci absorbancji; objgtos¢

badanych préb V=1,05 mL.
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stopien neutralizacji ABTS™ (%)

stezenie (ng/mL)

Rycina 62. Stopief neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez troloks.

Z rownania prostej przechodzacej przez punkty o wspétrzednych (2,86; 46,69) oraz
(3,81; 63,08):

y = 17,2526x + 2,6525

obliczono warto$¢ ICsy dla troloksu, ktéra wynosita 3,05 pg/mL.

9.4.1.1.3 Badanie aktywnoSci antyoksydacyjnej wyciagéow

Do probéwek typu Eppendorf dodawano kolejno po 50 pL kolejnych
rozcienczen nalewki iodwaru (rozdz. 8.4.3.1), anastgpnie po 1,0 mL roztworu

kationorodnikéw ABTS™.

Dla badanych wyciagéw z ziela dymnicy lekarskiej wyznaczono wartosci ICs

analogicznie jak w przypadku substancji referencyjnych.
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1C5 dla nalewki

Tabela 84. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla nalewki

X

Ay

Az

A3

Ay

As

Ag

A

Ag

Ay

A

0,00

0,7763

0,7759

0,7758

0,7758

0,7759

0,7759

0,7759

0,7758

0,7760

0,7759

25,00

0,7035

0,7043

0,7030

0,7039

0,7034

0,7034

0,7025

0,7021

0,7023

0,7032

75,00

0,6388

0,6386

0,6371

0,6369

0,6376

0,6376

0,6383

0,6372

0,6374

0,6377

150,00

0,5564

0,5577

0,5570

0,5575

0,5561

0,5568

0,5579

0,5563

0,5565

0,5569

225,00

0,4830

0,4845

0,4840

0,4837

0,4837

0,4829

0,4852

0,4838

0,4842

0,4839

300,00

0,4154

0,4168

0,4163

0,4155

0,4181

0,4172

0,4164

0,4150

0,4156

0,4163

375,00

0,3458

0,3469

0,3460

0,3452

0,3487

0,3476

0,3472

0,3457

0,3465

0,3466

x - zawarto$¢ ziela w badanej prébie (ug); A;-Ay - wartosci absorbancji badanych préb; A - $rednia

arytmetyczna z wartosci absorbancji.

Tabela 85. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S SX Wz n A28

0,00 0,7759 0,0002 0,0001 0,0201 0,7759+0,0001 0,7759+0,0003
25,00 0,7032 0,0007 0,0002 0,1055 0,7032+0,0006 0,7032+0,0015
75,00 0,6377 0,0007 0,0002 0,1072 0,6377+0,0005 0,6377+0,0014
150,00 | 0,5569 0,0007 0,0002 0,1176 0,5569+0,0005 0,5569+0,0013
225,00 0,4839 0,0007 0,0002 0,1470 0,4839+0,0005 0,4839+0,0014
300,00 | 0,4163 0,0010 0,0003 0,2391 0,4163+0,0008 0,4163+0,0020
375,00 | 0,3466 0,0011 0,0004 0,3166 0,3466+0,0008 0,3466+0,0022

x - zawarto§¢ ziela w badanej probie (ug); A - srednia arytmetyczna z wartosci absorbancji; S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; S+ - odchylenie standardowe §redniej arytmetycznej; Wz

— wspétczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobiefnstwa 95%,

dla poziomu istotnoéci o = 0,05 przy n=9, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=2,306);

A2S - przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).
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Tabela 86. Stopief neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez nalewke z ziela dymnicy

Stezenie nalewki Stgie}lifs polifenoli - Stopie{i I}eutraliza.sji
w prébie (ug/mL) w probie (ng GAE A rodnikéw ABTS
/mL) (%)
0,00 0,00 0,00 0,7759 0,00
25,00 23,81 0,24 0,7032 9,38
75,00 71,43 0,73 0,6377 17,81
150,00 142,86 1,46 0,5569 28,23
225,00 214,29 2,19 0,4839 37,64
300,00 285,71 2,92 0,4163 46,35
375,00 357,14 3,65 0,3466 55,33

X - zawarto$¢ ziela w badanej probie (ug); A - Srednia arytmetyczna z wartosci absorbancji; objgtos¢

badanych préb V=1,05 mL.

Z réwnania prostej przechodzacej przez punkty o wspétrzednych (285,71; 46,35) oraz

(357,14; 55,33):

y =0,1257x + 10,4313

obliczono warto$¢ ICsy dla nalewki, ktéra wynosita 314,79 pg/mL.

I1C5¢ dla odwaru

Tabela 87. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla odwaru

X

Ay

Az Az

Ay

As

Ag

Aq

A

Ay

A

0,00

0,7734

0,7735 | 0,7737

0,7732

0,7732

0,7731

0,7735

0,7735

0,7737

0,7734

50,00

0,6213

0,6184 | 0,6181

0,6199

0,6184

0,6180

0,6177

0,6173

0,6169

0,6184

100,00

0,5187

0,5137 | 0,5188

0,5185

0,5166

0,5158

0,5151

0,5142

0,5131

0,5161

150,00

0,4180

0,4172 | 0,4145

0,4157

0,4152

0,4144

0,4122

0,4132

0,4187

0,4155

200,00

0,3392

0,3354 | 0,3333

0,3374

0,3361

0,3349

0,3333

0,3310

0,3362

0,3352

250,00

0,2560

0,2562 | 0,2555

0,2543

0,2533

0,2521

0,2559

0,2547

0,2533

0,2546

x - zawarto$¢ ziela w badanej prébie (ug); Aj;-Ay - wartosci absorbancji badanych préb; A - $rednia

arytmetyczna z wartosci absorbancji.
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Tabela 88. Parametry statystyczne obliczone dla badanych préb

X A S Sk Wz n A28
0,00 | 07734 | 0,0002 | 00001 | 0,0280 0,77340,0002 0,77340,0004
50,00 | 06184 | 00014 | 00005 | 0,2202 0,618420,0010 0,6184+0,0027
100,00 | 05161 | 00022 | 0,0007 | 04306 0,5161+0,0017 0,516120,0044
150,00 | 04155 | 00022 | 00007 | 05238 0,4155£0,0017 0,415520,0044
200,00 | 03352 | 00024 | 00008 | 0,7280 0,3352+0,0019 0,33520,0049
250,00 | 02546 | 0,0014 | 00005 | 0,5683 0,2546+0,0011 0,2546+0,0029

x - zawarto$¢ ziela w badanej prébie (ug); A - $rednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji; S -

odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz

— wspdtczynnik zmiennosci (%); p — przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%,

dla poziomu istotnosci o = 0,05 przy n=9, f=n-1 warto§¢ wspétczynnika rozktadu t-Studenta t,=2,306);

A2S - przedziat w ktérym powinien znalez¢ si¢ wynik pojedynczego oznaczenia (dla o = 0,05).

Tabela 89. Stopien neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ przez odwar z ziela dymnicy

Stezenie odwaru Stgie’nifs polifenoli - Stopief'l I}eutraliza.fji
X w probie (ng/mL) w prébie (ng GAE A rodnikow ABTS
/mL) (%)
0,00 0,00 0,00 0,7734 0,00
50,00 47,62 0,65 0,6184 20,04
100,00 95,24 1,30 0,5161 33,28
150,00 142,86 1,95 0,4155 46,28
200,00 190,48 2,60 0,3352 56,66
250,00 238,10 3,25 0,2546 67,08

X - zawarto$¢ ziela w badanej prébie (ug); A - $rednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji; objgto$é

badanych préb V=1,05 mL.

Z réwnania prostej przechodzacej przez punkty o wspoétrzednych (142,86; 46,28) oraz
(190,48; 56,66):

y =0,2180x + 15,1400

obliczono warto$¢ ICsy dla odwaru, ktéra wynosita 159,91 pg/mL.
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nalewka
—@— odwar

stopien neutralizacji ABTS™ (%)

0 50 100 150 200 250 300 350 400

stezenie (ng/mL)

Rycina 63. Stopiefi neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ (%) przez nalewke¢ i odwar z ziela

dymnicy.
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Rycina 64. Zalezno$¢ liniowa pomiedzy stopniem neutralizacji kationorodnikéw ABTS™ (%),

a stgzeniem polifenoli w nalewce i odwarze z ziela dymnicy.

9.4.1.2. Badanie aktywno$ci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem komoérek

drozdzy Saccharomyces cerevisiae pozbawionych genu sodI’

9.4.1.2.1. Material do badan

W badaniach wykorzystano zaréwno szczep dziki SP-4 (MATa leul arg4)

drozdzy Saccharomyces cerevisiae, jak i izogenicznego mutanta delecyjnego DSCD1-

> Badania wykonat dr Andonis Karachitos w Zaktadzie Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Wydziat
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
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1C (MATa leul arg4 sodl:natMX) zawierajacego kaset¢ natMX w obrgbie genu
kodujacego dysmutaz¢ ponadtlenkowa zawierajaca jony miedzi i cynku (SODT1).

Materialem ro$linnym byla nalewka i odwar zziela dymnicy lekarskiej
o stezeniu 400 mg ziela w 1 mL (rozdz. 8.5.3.2.1.). Roztwory substancji referencyjnych

(rutyny, kwasu galusowego, troloksu) przygotowano w stezeniu 2 mg/mL.

9.4.1.2.2. Hodowla drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Pozywki YPD zawierajace 2% glukoz¢ stosowano w celu uzyskania
odpowiedniego inokulum. Drozdze przeszczepiano z inokulum na pozywki zawierajace
3% glicerol (niefermentujace zrédlo wegla), tak aby poczatkowe ODss/mL wynosito
0,03. Hodowlg drozdzy prowadzono w ciemnosci przez 10 godzin, w temperaturze
28°C, przy ciaglym wytrzasaniu w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 100 mL,

zawierajacych 25 mL pozywki YPG.

9.4.1.2.3. Modyfikacje hodowli drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Do hodowli dodawano okre§lona objgtos¢ nalewki/odwaru z ziela dymnicy
lekarskiej lub roztworu substancji referencyjnej oraz sterylnej wody bidestylowanej,
a nastgpnie prowadzono wzrost hodowli do osiagnigcia logarytmicznej fazy wzrostu.
Wzrost hodowli kontrolowano spektrofotometrycznie, mierzac ggsto$S¢ optyczna
(OD/mL) przy dlugosci fali A=546 nm. Do hodowli szczepu dzikiego dodawano 1,0 mL
sterylnej wody bidestylowanej. Sposéb modyfikacji hodowli izogenicznego mutanta
delecyjnego przez substancje referencyjne 1 wyciagi zziela dymnicy lekarskiej

przedstawiono w Tabeli 90.
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Tabela 90. Sposéb modyfikacji hodowli izogenicznego mutanta delecyjnego DSCDI1-1C (MATa leul

arg4 sod1:natMX) drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Objetos¢ roztworu Objetos¢ wody Zawartos$¢ ziela
substancji badanej bidestylowanej dymnicy/substancji
lub wyciagu [mL] [mL] referencyjnej [mg]
kontrola - 1,0 -
@ ] rutyna 1,0 - 2,0
o=
S O
S § | kwas galusowy 1,0 - 2,0
w
£3
K troloks 1,0 - 2,0
A 0,2 0,8 80,0
&; B 0,5 0,5 200,0
]
3 c 0.8 0.2 320,0
D 1,0 - 400,0
A 0,2 0,8 80,0
= B 0,5 0,5 200,0
s
B C 0,8 0,2 320,0
D 1,0 - 400,0

9.4.1.2.4. Testy przezywalnoSci

Przygotowano seri¢ 10-krotnych rozcienczen hodowli mutanta delecyjnego

modyfikowanych za pomoca substancji referencyjnych, nalewki oraz odwaru z ziela

dymnicy lekarskiej. Poszczegdlne rozcienczenia naniesiono nastgpnie (po 20 ul) na

ptytki agarowe YPG i inkubowano 4 dni w temperaturze 28°C. Jako kontrole postuzytly

hodowle niezmodyfikowane. Wydajnos¢ tworzenia kolonii okre$lana byla metoda

densytometryczng z wykorzystaniem programu Scan Pack 3.0. Zliczano réwniez liczbg

jednostek tworzacych kolonie (CFU). Wyniki zestawiono takze z hodowla szczepu

dzikiego.
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Wyniki uzyskane w przeprowadzonych badaniach przedstawiono w Tabeli 91 oraz na

Rycinach 65 - 70.

Tabela 91. Liczba jednostek tworzacych kolonie oraz wyniki pomiaréw densytometrem dla

1000-krotnego rozcienczenia hodowli: szczepu dzikiego, mutanta (kontrola) oraz modyfikowanych

roztworami substancji referencyjnych lub odpowiednig ilo$cia nalewki/odwaru z ziela dymnicy

Liczba jednostek tworzacych

Wydajnos$¢é tworzenia kolonii

kolonie
Wynik pomiaru
Wynik pomiaru % Kkontroli % kontroli*
densytometrem
szczep dziki 212 299 5824 328
kontrola 71 100 1775 100
-
% § rutyna 171 241 3183 179
v o
-§ % kwas galusowy 179 252 3309 186
(=
troloks 193 272 4373 246
kontrola 59 100 2973 100
A 92 156 2921 98
£
E B 127 215 3443 116
<
=}
C 142 241 3716 125
D 184 312 5944 200
kontrola 62 100 2931 100
A 111 179 3674 125
S
E B 185 298 4497 153
=]
C 208 335 4964 169
D 229 369 6296 215

* iloraz pomiaru préby badanej i pomiaru kontroli wyrazony w %.
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SUBSTANCJE
REFERENCYJNE NALEWKA ODWAR

250

liczba jednostek tworzacych
kolonie

Rycina 65. Liczba jednostek tworzacych kolonie dla hodowli: szczepu dzikiego, mutanta
(kontrola) oraz modyfikowanych roztworami substancji referencyjnych lub odpowiednia iloscia

nalewki/odwaru z ziela dymnicy.

SUBSTANCJE
REFERENCYJNE NALEWKA ODWAR

liczba jednostek tworzacych
kolonie jako % kontroli

S
& & & & 8 P v 2 o9 P v ° 0 9
Q &S & & &
& © & ©
9 &
&

Rycina 66. Liczba jednostek tworzacych kolonie wyrazona jako % kontroli dla hodowli:
szczepu dzikiego, mutanta (kontrola) oraz modyfikowanych roztworami substancji

referencyjnych lub odpowiednig ilo$cig nalewki/odwaru z ziela dymnicy.

SUBSTANCJE

350 REFERENCYJNE NALEWKA ODWAR

wydajnos¢ tworzenia kolonii
(%)

Rycina 67. Wydajno$¢ tworzenia kolonii dla hodowli: szczepu dzikiego, mutanta (kontrola) oraz
modyfikowanych roztworami substancji referencyjnych Ilub  odpowiednia iloScia

nalewki/odwaru z ziela dymnicy.
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szczep
dziki

kontrola

troloks Q

SUBSTANCJE REFERENCYJNE

Rycina 68. Plytka agarowa przedstawiajaca serie 10-krotnych rozcienczen
hodowli: szczepu dzikiego, mutanta (kontrola) oraz modyfikowanych

roztworami substancji referencyjnych.

E

1M 110 1100 1/1000

7 Ny o
5 WP JoaRd!
kontrola ‘,n\/ i ' 3"

Rycina 69. Ptytka agarowa przedstawiajaca serie 10-krotnych rozcienczen
hodowli: szczepu dzikiego, mutanta (kontrola) oraz modyfikowanych

wzrastajaca iloscia nalewki z ziela dymnicy.
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Rycina 70. Ptytka agarowa przedstawiajaca serie 10-krotnych rozcienczen
hodowli: szczepu dzikiego, mutanta (kontrola) oraz modyfikowanych

wzrastajaca iloscig odwaru z ziela dymnicy.

9.4.1.2.5. Wyznaczenie poziomu karbonylacji bialek

Badanie wykonano zgodnie z metodyka protokotu OxyBlot™ Protein Oxidation

Detection Kit. Jako kontrola w oznaczeniu postuzyty hodowle niemodyfikowane.

9.4.1.2.5.1.Preparacja ekstraktow komérkowych

W celu uzyskania ekstraktéw komérkowych wirowano 25 mL hodowli drozdzy
przy 3000xg przez 10 minut w temperaturze 4°C. Osad przemywano dwukrotnie
lodowata woda bidestylowana. Jeden gram osadu resuspendowano w 1 mL buforu
RIPA. Do przygotowanego preparatu dodano szklane kuleczki (Srednica 0,25 - 0,5mm)
w stosunku 1 g kulek na 1 g osadu, a nastgpnie worteksowano dwukrotnie w czasie
1 minuty, schtadzajac kazdorazowo preparat w czasie 1 minuty w lodzie. Uzyskany
supernatant przenoszono do nowych probéwek 1 wirowano przy 14000xg przez 5 minut
w temperaturze 4°C. Osad odrzucano, natomiast supernatant mrozono w -20°C lub od

razu wykorzystywano do badan.
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9.4.1.2.5.2.Pomiar st¢zenia biatka metoda Bradford

Stezenie biatka zawartego w ekstraktach komoérkowych oznaczano metoda
Bradford. W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej rozcienczano odttuszczona BSA, by
uzyskac roztwory o objetosci 50 pL, zawierajace od 1,25 do 20 pg biatka. Nastgpnie do
kazdej z badanych préb oraz do standardu BSA dodawano 2,5 mL pigciokrotnie
rozcienczonego odczynnika Bradford. Cato$¢ inkubowano przez 15 minut
i dokonywano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali A=595 nm. Na krzywa wzorcowa

nanoszono odczyty gestosci optycznej (OD) badanych préb.

9.4.1.2.5.3.Przygotowanie ekstraktéw komorkowych do elektroforezy

Z kazdej préby ekstraktéw komérkowych pobrano po 15 pg biatka i uzupetniano
do objetosci 5 puLL buforem RIPA. Nastgpnie dodano 5 pl. 12% SDS, po czym podano
10 pL roztworu DNPH (2,4-dinitrofenylohydrazyna; numer 90448 z zestawu
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit). Cato$¢ inkubowano 15 minut, a nast¢pnie
neutralizowano podajac 7,5 pL buforu neutralizujacego (numer 90449 z zestawu

OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit). Préby naktadano na zel SDS-PAGE.

9.4.1.2.5.4.Western blot

Elektrotransfer poétsuchy

Rozdzielone elektroforetycznie biatka przenoszono na nitroceluloz¢ metoda
elektrotransferu poétsuchego (w aparacie firmy Kucharczyk). W aparacie do
elektrotransferu uktadano kolejno: 3 warstwy bibuly (Whatman), membrang
nitrocelulozowa (Whatman), zel i ponownie 3 warstwy bibuly. Bibute i nitroceluloze
nasaczano buforem do elektrotransferu. Elektrotransfer prowadzono przy natg¢zeniu 250
mA przez 75 min., przy maksymalnym napigciu 20 V. Po zakonczeniu elektrotransferu
uzyskany blot barwiono w 0,2% roztworze Ponceau w 3% TCA przez 2 minuty, po

czym plukano woda bidestylowana.

Immunodetekcja bialek

W celu zablokowania niespecyficznych miejsc wiazania przeciwcial na
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uzyskanym blocie, arkusz nitrocelulozy inkubowano zlekkim wytrzasaniem przez
1 godzing w 1% roztworze odttuszczonej BSA w buforze PBS-T (bufor blokujacy). Blot
inkubowano nastgpnie przez 1 godzing z przeciwcialem I-rzgdowym (numer 90451
z zestawu OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit w stosunku 1:150) i przemywano
jeden raz przez 15 minut, a nastgpnie dwa razy po 5 minut w buforze PBS-T. Kolejnym
etapem bylo inkubowanie w roztworze przeciwciala Il-rzgdowego, sprzgzonego
z peroksydaza (numer 90452 z zestawu OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit).
Przeciwciato II-rzedowe rozcienczano w stosunku 1:300 w 1% roztworze odtluszczone;j
BSA w buforze PBS-T (bufor blokujacy). Nitroceluloz¢ ponownie przeptukiwano (jak
powyzej).

Peroksydaza sprz¢zona z przeciwciatem Il-rzgdowym umozliwia emisj¢ $wiatla,
dzigki utlenianiu luminolu. Reakcja ta ulega wzmocnieniu w obecno$ci wzmacniaczy
typu fenoli. Luminol i wzmacniacze sa sktadnikami tzw. odczynnikéw ECL.
Nitroceluloz¢ inkubowano przez 2 minuty w mieszaninie (1:1) odczynnikéw ECL,

umieszczano w foli i przenoszono do kasety, po czym naktadano klisz¢ rentgenowska

(Fuji Medical RX). Po 5 minutowej ekspozycji klisze¢ wywolywano.

X

NS
(=]

& o
] (4
N =
3] z
N o
] X

RUTYNA
KWAS
GALUSOWY
TROLOKS

ODWAR
D
NALEWKA
D

Rycina 71. Klisza rentgenowska z uwidocznionymi pasmami bialek.
Strzatki wskazuja przykladowe obszary o obnizonym poziomie

karbonylacji biatek w poréwnaniu do kontroli.
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9.4.1.2.6. Oznaczenie pomiaru zuzycia tlenu przez komoérki drozdzy

Pomiary zuzycia tlenu prowadzono w temperaturze 28°C, przy uzyciu elektrody
tlenowej Clark w 1 mL buforu cytrynianowego o pH 4,5. Elektrode tlenowa
kalibrowano za pomoca silnego reduktora Na,S,0,. Zapis szybkosci zuzycia tlenu
(nmol/min) rejestrowano przy uzyciu oprogramowania ,,0xyg32”. Do naczynia
pomiarowego  podawano  komoérki  drozdzy <z hodowli  modyfikowanej
i niemodyfikowanej wiloSci 3 ODss/mL. Probg odniesienia stanowity hodowle

niemodyfikowane mutanta, jak i szczepu dzikiego.

Tabela 92. Pomiary zuzycia tlenu przez komorki drozdzy wykonane przy uzyciu elektrody tlenowe;j

Stan 4 Stan U

U/4

(nmol O,/min) (nmol O,/min)
szczep dziki 10,95 41,6 3,80
mutant (kontrola) 20,80 48,17 2,31
rutyna 16,42 56,93 3,47
kwas galusowy 15,33 54,74 3,57
troloks 14,23 48,17 3,38
nalewka D 15,33 52,55 343
odwar D 14,23 41,60 2,92

9.4.2. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna®

9.4.2.1. Wykonanie badania

Badania  przeprowadzono  wykorzystujac ~ wrazliwy na  antybiotyki
miedzynarodowy szczep standardowy Staphylococcus aureus ATCC 6538 P.
Zageszczone do suchej masy wyciagi z ziela dymnicy (rozdz. 8.5.3.3.) rozpuszczano
w DMSO w stezeniu 100 mg/mL i przygotowywano z nich rozcienczenia w ptynnym

podtozu Antibiotic Broth (firmy Merck) w st¢zeniach od 0,1 mg/mL do 10 mg/mL.

® Badania wykonano w Zakladzie Farmakologii i Biologii Do$wiadczalnej, Instytut Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich
w Poznaniu.
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Do przygotowanych rozcienczen wyciagéw o objetosci 1 mL dodawano po
0,1 mL 18-godzinnej hodowli szczepu standardowego o ggstosci 10° komérek w 1 mL.
Nastgpnie po 18 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C okreslano najmniejsze
stezenie hamujace (MIC — Minimal Inhibitory Concentration) badanych wyciagow.
Ponadto okres$lano najmniejsze stgzenia bakteriobdjcze (MBC — Minimal Bactericide
Concentration) wobec badanego szczepu standardowego, przez posiew ze wszystkich
rozcienczen probki w podiozu ptynnym na podloze agarowe Antibiotic Agar (firmy
Merck). W celu por6wnawczym uzyto réwniez antybiotyku referencyjnego -

chloramfenikolu.

9.4.2.2. Wyniki

Uzyskane wartosci MIC oraz MBC dla nalewki iodwaru z ziela dymnicy

lekarskiej oraz dla chloramfenikolu zestawiono w Tabeli 93.

Tabela 93. Warto$ci MIC oraz MBC uzyskane podczas badania aktywnos$ci przeciwbakteryjnej

MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
nalewka 7,5 10,0
odwar 10,0 >10,0
chloramfenikol 0,005 0,005
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Celem pracy byla izolacja 1 identyfikacja zwiazkéw flawonoidowych
wystgpujacych w zielu dymnicy, jak réwniez iloSciowe oznaczenie zwiazkow
fenolowych (sumy polifenoli, flawonoidéw i1 kwaséw fenolowych) metodami
kolorymetrycznymi, kwaséw fenolowych metoda ultrasprawnej chromatografii
cieczowej (UPLC-PDA) oraz  badania  aktywnosci  przeciwutleniajacej

1 przeciwdrobnoustrojowej wyciagéw z ziela dymnicy.

Izolacja i identyfikacja flawonoidéw

Do izolacji zwiazkéw flawonoidowych wykorzystano wyciag z ziela dymnicy.
Przeprowadzono trzykrotnie jednodniowa maceracje¢ metanolem w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie wykonano trzykrotnie ekstrakcj¢ metanolem oraz trzykrotnie
ekstrakcj¢ mieszaning metanol-woda (1:1), kazdorazowo przez 1 godzing, pod
chlodnica zwrotna, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnikéw. Uzyskane wyciagi
poddano kontroli chromatograficznej. Ze wzgledu na podobny obraz chromatograficzny
potaczono je, zaggszczono na wyparce prézniowej, a nastgpnie zalano goraca woda
1 odstawiono na 24 godziny. Wytracone substancje balastowe odcedzono, a uzyskany
przesacz wytrzasano z chloroformem, eterem dietylowym oraz octanem etylu.
Uzyskane frakcje (chloroformowa, eteru dietylowego, octanu etylu oraz wodna)
kontrolowano chromatograficznie. Ze wzgledu na $ladowe ilosci zwiazkéw
flawonoidowych we frakcji chloroformowej oraz eteru dietylowego nie prowadzono

dalszych badan tych frakcji (rozdz. 8.2.3., Rycina 9).

Izolacje flawonoidéw przeprowadzono wedlug metodyki przyjetej dla tej grupy
zwiazkéow (Andersen i Markham 2006; Dey i Harborne 1989; Harborne 1998; Mabry
1 wsp. 1970) (rozdz. 8.2.4.). Rozdzial zwiazkéw flawonoidowych z frakcji octanu etylu
oraz z frakcji wodnej przeprowadzono za pomoca chromatografii kolumnowej, stosujac
celuloze jako fazg stacjonarng (rozdz. 9.1.1.1.). Z frakcji octanu etylu uzyskano w ten
sposéb zwiazek 1. Dalszy rozdzial mieszanin lub zanieczyszczonych zwiazkéw
flawonoidowych otrzymanych w wyniku rozdziatu kolumnowego frakcji octanu etylu
prowadzono metoda bibutowej chromatografii preparatywnej (PPC), doprowadzajac do
uzyskania trzech flawonoidéw (zwigzek 2, zwigzek 3, zwiazek 5). We frakcjach
uzyskanych po rozdziale kolumnowym frakcji wodnej wystgpowaly dwa zwiazki

flawonoidowe. Potaczone frakcje 68-107 poddano rozdzialowi bibutowa
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chromatografia preparatywna otrzymujac ostatecznie zwigzek 2 (uzyskany wczesniej
z frakcji octanu etylu). W celu wyodrgbnienia ostatniego flawonoidu (zwigzek 4)
mieszaning frakcji 42-64 poddano rozdzialowi kolumnowemu, wykorzystujac jako
adsorbent celulozg oraz wodg jako faz¢ ruchoma. W polaczonych frakcjach 42-64
wystgpowaty réwniez Sladowe ilosci zwiazku 2, jednak ze wzgledu na znikoma
zawartos$¢ nie podjeto prob odzysku tego zwiazku z tych frakc;ji.

Ostatnim etapem izolacji flawonoidéw bylo kilkukrotne ich oczyszczanie
w kolumnach wypetionych sefadeksem, eluowanych naprzemiennie uktadami o rézne;j
polarnosci, poniewaz we wszystkich frakcjach zwiazkéw flawonoidowych obecne byly
liczne zwiazki o niebieskiej fluorescencji w UVige nm (rozdz. 9.1.1.2.).

W wyniku przeprowadzonych zabiegéw izolacyjnych wyodrgbniono pigé
jednorodnych chromatograficznie réznych zwiazkéw flawonoidowych, ktérych
identyfikacj¢ przeprowadzono metodami chemicznymi (hydroliza kwasowa czgsciowa

i catkowita) oraz spektralnymi (UV, HPLC-DAD-ESI-MS, 'H NMR, "°C NMR).

Badanie struktury zwiazkow metoda spektrometrii absorpcyjnej w nadfiolecie
jest aktualnie wypierane przez bardziej nowoczesne analizy spektralne, jednak ciagle
jest ono bardzo przydatne we wstgpnej identyfikacji zwiazkéw flawonoidowych.
Spektroskopi¢ absorpcyjna wykorzystuje si¢ w analizie zwigzkéw posiadajacych tzw.
chromofory. Sa to ugrupowania zawierajace wiazania wielokrotne w obrebie ktoérych
zachodza przejscia elektronowe odpowiadajace za pasmo widmowe (Szczepaniak
2002). Metanolowe widmo flawonoidéw wykazuje dwa gtéwne pasma absorpcji
w zakresie 240 — 400 nm. Pasmo I wystgpuje najczesciej w zakresie 300 — 380 nm,
natomiast pasmo II w zakresie 240-280 nm. Polozenie pasma I dostarcza informacji
o typie flawonoidéw. Zakres 304 — 350 nm jest charakterystyczny dla flawondéw, a 328
— 385 nm dla flawonoli. Dodanie do metanolowego roztworu zwiazku odczynnikéw
jonizujacych lub kompleksotwoérczych, takich jak metylan sodu (NaOMe), octan sodu
(NaOAc), octan sodu z kwasem borowym (NaOAc/H3zBOs3), chlorek glinu (AICls), czy
tez chlorek glinu z kwasem solnym (AICI3;/HCI) prowadzi do wystgpowania w widmie
przesuni¢¢ batmochromowych lub hypsochromowych pasm absorpcji, na podstawie
ktéorych mozliwe jest okreslenie potozenia wolnych badz podstawionych grup
hydroksylowych w czasteczce. Przesunigcie pasma I dostarcza informacji o strukturze
pierscienia B, natomiast przesuniecie pasma II zwiazane jest z budowa pierScienia

A (Rycina 72) (Mabry i wsp. 1970).
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pierscien B
pasmo I
pierscien A

pasmo IT >

Rycina 72. Zwiazek migdzy struktura zwiazkéw flawonoidowych, a przesunigciami

pasm absorpcji w widmie UV.

Widmo w nadfiolecie metanolowego roztworu zwigzku 1 charakteryzowato si¢
wystgpowaniem maksimum I przy A=371 nm i maksimum II przy A=256 nm (Rycina
11, Tabela 5). Warto$¢ przesunigcia maksimum I o AA=45 nm po dodaniu NaOMe
(Rycina 12, Tabela 5) wskazywata na obecno$¢ wolnej grupy hydroksylowej w pozycji
C4 w pierscieniu B. Przesunigcie batmochromowe maksimum II w widmie zwiazku
z NaOAc o AA=18 nm (Rycina 13, Tabela 5) §wiadczylo o wystgpowaniu wolnej grupy
hydroksylowej w pozycji C-7. Na wystgpowanie ugrupowania orto-dihydroksylowego
w pozycji C-3’ 1C-4’ wskazywalo przesunigcie batmochromowe maksimum I po
dodaniu H3BOj3 do roztworu zwiazku z NaOAc o AA=17 nm (Rycina 13, Tabela 5), jak
rowniez hypsochromowe przesunigcie maksimum I po dodaniu HCl do roztworu
zwiazku z AICl; o AA=31 nm wobec widma z AICIl; (Rycina 14, Tabela 5). Warto$¢
przesunigcia batmochromowego maksimum I o AA=56 nm po dodaniu AlCl3/HCI
w stosunku do widma w metanolu $§wiadczyta o wolnej grupie hydroksylowej w pozycji
C-5 oraz C-3 (Rycina 14, Tabela 5).

W widmie w nadfiolecie metanolowego roztworu zwigzku 2 obserwowano
maksimum I przy A=358 nm oraz maksimum II przy A=257 nm (Rycina 19, Tabela 10).
Batmochromowe przesunigcie maksimum I o AA=52 nm w widmie z dodatkiem
NaOMe (Rycina 20, Tabela 10) wskazywalo na wolna grup¢ hydroksylowa w pozycji
C-4’. Wartos$¢ przesunigcia batmochromowego AA=15 maksimum II w widmie zwiazku
z NaoAc (Rycina 21, Tabela 10) Swiadczyta o obecnosci wolnej grupy hydroksylowe;j
w pozycji C-7. Batmochromowe przesunigcie maksimum I o AA=23 nm w widmie
z NaOAc oraz H;BO; w stosunku do widma metanolowego roztworu zwiazku (Rycina
21, Tabela 10), atakze hypsochromowe przesunigcie maksimum I o AA=30 nm
w widmie z AICl; oraz HCl w stosunku do widma z dodatkiem AICIl; (Rycina 22,

Tabela 10), wskazywalo natomiast na wystgpowanie ugrupowania orfo-
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dihydroksylowego w pozycji C-3° 1C-4’. O obecnosci podstawionej grupy
hydroksylowej w pozycji C-3 oraz wolnej grupy hydroksylowej w pozycji C-5
wnioskowa¢ mozna bylo na podstawie batmochormowego przesuni¢cia maksimum
I w widmie z AICIs/HCl o AA=45 nm (Rycina 22, Tabela 10).

Widmo w nadfiolecie metanolowego roztworu zwigzku 3 charakteryzowato sig
wystgpowaniem maksimum Iprzy A=359 nm oraz maksimum II przy A=258 nm
(Rycina 26, Tabela 15). Batmochromowe przesuni¢cie maksimum I po dodaniu NaOMe
0 AA=52 nm (Rycina 27, Tabela 15) wskazywato na obecno$¢ wolnej grupy
hydroksylowej w pozycji C-4’ pierscienia B. Na wystgpowanie wolnej grupy
hydroksylowej w pozycji C-7 pierScienia A wskazywalo natomiast batmochromowe
przesuni¢cie maksimum II o AA=15 nm w widmie z NaOAc (Rycina 28, Tabela 15).
O obecnosci w badanym zwiazku ugrupowania orto-dihydroksylowego w pozycji C-3’
i C-4’ $wiadczyto batmochromowe przesunigcie maksimum I o AA=21 nm w widmie
z dodatkiem NaOAc/H3BO;s; (Rycina 28, Tabela 15), jak réwniez hypsochromowe
przesuni¢cie maksimum I o AA=33 nm w widmie z AICI3/HC] w stosunku do widma
z AICI; (Rycina 29, Tabela 15). Na wystgpowanie wolnej grupy hydroksylowej
w pozycji C-5 oraz podstawionej grupy hydroksylowej w pozycji C-3 wskazywata
warto§¢ batmochromowego przesunigcia maksimum [AA=42 nm w widmie
z AICI3/HC1 wzgledem widma metanolowego (Rycina 29, Tabela 15).

Widmo w nadfiolecie metanolowego roztworu zwigzku 4 charakteryzowato si¢
wystgpowaniem maksimum [przy A=355 nm oraz maksimum II przy A=256 nm
(Rycina 34, Tabela 20). Pojawienie si¢ batmochromowego przesunigcia maksimum
I AA=55 nm w widmie po dodaniu NaOMe (Rycina 35, Tabela 20) s§wiadczylo o wolnej
grupie hydroksylowej w pozycji C-4’ w pierscieniu B. Na wystgpowanie wolnej grupy
hydroksylowej w pozycji C-7 pier§cienia A wskazywato batmochromowe przesunigcie
maksimum II AA=15 nm w widmie z dodatkiem NaOAc (Rycina 36, Tabela 20).
Obecnos¢ ugrupowania orto-dihydroksylowego w analizowanym zwiazku potwierdzato
batmochromowe przesunigcie maksimum I AA=23 nm w widmie z NaOAc oraz H;BO3
(Rycina 36, Tabela 20), a takze hypsochromowe przesunig¢cie maksimum I AA=39 nm
w widmie z AlICl; oraz HCl wzgledem widma z dodanym AICl; (Rycina 37, Tabela 20).
Warto$§¢ batmochromowego przesunigcia maksimum I AA=44 nm obserwowanego
w widmie z AICl; i HCl1 (Rycina 37, Tabela 20) $wiadczyla o wystgpowaniu wolnej
grupy hydroksylowej w pozycji C-5 oraz podstawionej grupy hydroksylowej w pozycji

C-3 w analizowanym zwiazku.
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W widmie w nadfiolecie metanolowego roztworu zwigzku S5 obserwowano
maksimum I przy A=349 nm oraz maksimum II przy A=266 nm (Rycina 42, Tabela 25).
Przesunigcie batmochromowe maksimum I AA=52 nm w widmie z NaOMe (Rycina 43,
Tabela 25) wskazywato na wystgpowanie wolnej grupy hydroksylowej w pozycji C-4’.
O obecnosci wolnej grupy hydroksylowej w pozycji C-7 §wiadczylo batmochromowe
przesunigcie maksimum II AA=8 nm w widmie z dodatkiem NaOAc (Rycina 44,
Tabela 25). Brak wugrupowania orfo-dihydroksylowego w pozycji C-3° 1C-4
stwierdzono analizujac widmo po dodaniu NaOAc iH3;BO; wzgledem widma
metanolowego (przesuni¢cie maksimum I AA=4 nm) (Rycina 44, Tabela 25) oraz
widmo z dodatkiem AICI; i HCI wzgledem widma z AICl; (przesunigcie maksimum
I AA=1 nm) (Rycina 45, Tabela 25). Obecnos$¢ wolnej grupy hydroksylowej w pozycji
C-5 oraz podstawionej grupy hydroksylowej w pozycji C-3 potwierdzalo
batmochromowe przesunigcie maksimum I AA=47 nm w widmie z AlCI;/HCI
(Rycina 45, Tabela 25).

Podsumowujac dane analizy spektralnej w nadfiolecie mozna stwierdzi¢, ze
wszystkie wyizolowane flawonoidy sa flawonolami z wolnymi grupami
hydroksylowymi w pozycjach C-5, C-7 oraz C-4’. Zwiazki 1, 2, 3, 4 posiadaja
ugrupowanie orto-dihydroksylowe w pozycji C-3" 1C-4’. W zwiazkach 2, 3, 4, 5
wystepuje podstawiona grupa hydroksylowa w pozycji C-3, natomiast w zwiazku 1

grupa ta jest wolna.

Dla wszystkich wyizolowanych zwiazkéw flawonoidowych przeprowadzono
hydrolize¢ kwasowa czgsciowa i catkowita w celu okreslenia typu aglikonu oraz rodzaju
iliczby cukréw w czasteczce zwiazku. Uzyskane aglikony, cukry oraz glikozydy
wtérne poréwnywano ze zwiazkami wzorcowymi metoda chromatografii bibutowe;j
(PC) oraz cienkowarstwowej (TLC) stosujac rézne uktady rozwijajace (Tabela 29).

Wyniki badan wykazaty ze zwiazek 1 jest aglikonem (kwercetyna). Zwiazki 4
15 sa natomiast monozydami, gdyz w wyniku hydrolizy kwasowej czgsciowej tych
zwiazkow nie powstawaly glikozydy wtérne, a jedynie aglikony: kwercetyna
w przypadku zwiazku 4 oraz kemferol w przypadku zwiazku 5. W hydrolizatach
zwiazkow 4 1 Sobecna byta glukoza. Analiza chromatograficzna zwiazku 2 wskazywala,
ze jest on pochodna kwercetyny z glukoza i arabinoza w czg$ci cukrowej. Analiza
chromatograficzna zwiazku 3 wskazywata natomiast, ze jest on réwniez pochodna

kwercetyny, lecz w czgéci cukrowej znajduje si¢ glukoza oraz ramnoza. Zwiazek
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wtorny, ktéry powstal w wyniku hydrolizy kwasowej czgsciowej zwiazkéw 2 1 3

odpowiadatl wzorcowemu 3-0-f-glukopiranozydowi kwercetyny.

W kolejnym etapie ustalania struktury wyizolowanych flawonoidéw
wykorzystano  spektrometri¢ mas (ESI-MS) potaczona z  wysokosprawna
chromatografia cieczowa (rozdz. 8.2.5.2.).

Spektrometria mas jest technika analityczng zaliczana do metod
spektroskopowych, ktérej podstawa jest pomiar stosunku masy do fadunku
elektrycznego danego jonu. W ESI-MS ciecz zawierajaca substancj¢ badana rozpylana
jest pod cisnieniem atmosferycznym z cienkiej kapilary tworzac na jej wyjsciu
natadowane mate krople. Pole elektryczne o wysokim potencjale (rzegdu 1000 — 5000 V)
wytwarza si¢ miedzy wylotem kapilary, a przeciwelektroda umieszczona w niewielkiej
odlegtosci od kapilary. Migdzy uktadem elektrod nastgpuje odparowywanie
rozpuszczalnika i tworzenie jondw w fazie gazowej, ktore dalej trafiaja do analizatora
1 detektora (Prasain i wsp. 2004; Szczepaniak 2002).

Dla wyizolowanych flawonoidéw przeprowadzono badanie technika HPLC-
DAD-ESI-MS, rejestrowana w trybie jonéw ujemnych (ES-) oraz dodatnich (ES+). Na
podstawie uzyskanych widm analizowanych zwiazkéw flawonoidowych okreslono
mas¢ czasteczkowa zwiazku, mas¢ aglikonu oraz liczbg, rodzaj i typ wiazania
czasteczek cukru (Kazuno i wsp. 2005; Santos-Buelga i Williamson 2003; Stobiecki
2000).

W widmie ESI-MS zwigzku 1 (Rycina 15, Tabela 7) zarejestrowanym w trybie
jonéw ujemnych obserwowano sygnal odpowiadajacy deprotonowanej czasteczce
zwiazku [M-H] przy m/z 301. W trybie jonéw dodatnich natomiast zarejestrowano
sygnat pochodzacy od protonowanej czasteczki zwiazku [M+H]* przy m/z 303. Wyniki
analizy wskazuja, ze masa czasteczkowa zwiazku 1 wynosi 302, co odpowiada masie
kwercetyny (wz6r sumaryczny zwiazku: C;s5H;90O7).

W widmie ESI-MS zwigzku 2 (Rycina 23, Tabela 12) w trybie jonéw ujemnych
zaobserwowano sygnaty pochodzace od deprotonowanej czasteczki zwiazku [M-H]
przy m/z 595, deprotonowanego jonu fragmentacyjnego [M-H-pentoza], powstatego
w wyniku odszczepienia si¢ czasteczki pentozy, przy m/z 463 oraz deprotonowanego
jonu aglikonu [M-H-heksoza-pentoza]  przy m/z 301. W trybie jonéw dodatnich
zarejestrowano natomiast sygnaty pochodzace od protonowanej czasteczki zwiazku

[M+H]" przy m/z 597, protonowanego jonu fragmentacyjnego [M+H-pentoza]” przy m/z
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465 oraz protonowanego jonu aglikonu [M+H-heksoza-pentoza]” przy m/z 303. Wyniki
analizy wskazuja, ze masa czasteczkowa zwiazku 2 wynosi 596, co odpowiada masie
kwercetyny zjedna czasteczka heksozy oraz jedna czasteczka pentozy (wzor
sumaryczny zwiazku: CosH2301¢).

W widmie ESI-MS zwigzku 3 (Rycina 30, Tabela 17) w trybie jonéw ujemnych
zarejestrowano sygnaly odpowiadajace deprotonowanej czasteczce zwiazku [M-H]
przy m/z 609 oraz deprotonowanemu jonowi fragmentacyjnemu [M-H-metylopentoza]’,
ktéry powstal poprzez odszczepienie si¢ czasteczki metylopentozy, przy m/z 463.
Zaobserwowano rowniez sygnal pochodzacy od deprotonowanego jonu aglikonu
[M-H-heksoza-metylopentoza] przy m/z 301. W trybie jonéw dodatnich zarejestrowano
sygnaty pochodzace od protonowanej czasteczki zwiazku [M+H]" przy m/z 611,
protonowanego jonu fragmentacyjnego [M+H-metylopentoza]® przy m/z 465 oraz
protonowanego jonu aglikonu [M+H-heksoza-metylopentoza] przy m/z 303. Wyniki
analizy wskazuja, ze masa czasteczkowa zwiazku 3 wynosi 610, co odpowiada masie
kwercetyny z jedna czasteczka heksozy oraz jedna czasteczka metylopentozy (wzoér
sumaryczny zwiazku: Co7;H300¢).

W widmie ESI-MS zwigzku 4 (Rycina 38, Tabela 22) w trybie jonéw ujemnych
zaobserwowano sygnaty pochodzace od deprotonowanej czasteczki zwiazku [M-H]
przy m/z 463 oraz deprotonowanego jonu fragmentacyjnego [M-H-heksoza] przy m/z
301. W trybie jonéw dodatnich natomiast zarejestrowano sygnaty pochodzace od
protonowanego jonu molekularnego [M+H]" przy m/z 465 oraz protonowanego jonu
aglikonu [M+H-heksoza]® przy m/z 303. Wyniki analizy wskazuja, ze masa
czasteczkowa zwiazku 4 wynosi 464, co odpowiada masie kwercetyny z jedna
czasteczka heksozy (wzor sumaryczny zwiazku: C,1H;0012).

W widmie ESI-MS zwigzku 5 (Rycina 46, Tabela 27) w trybie jondw ujemnych
zarejestrowano sygnal odpowiadajacy deprotonowanej czasteczce zwiazku [M-H] przy
m/z 4477 oraz sygnat deprotonowanego jonu fragmentacyjnego pochodzacy od aglikonu
[M-H-heksoza] przy m/z 285. W trybie jonéw dodatnich stwierdzono obecnos¢ sygnatu
protonowanej czasteczki zwiazku [M+H]" przy m/z 449 oraz protonowanego jonu
fragmentacyjnego [M+H-heksoza]" przy m/z 287. Wyniki analizy wskazuja, ze masa
czasteczkowa zwiazku 5 wynosi 448, co odpowiada masie kemferolu z jedna czasteczka

heksozy (wzo6r sumaryczny zwiazku: C,;H0O11).
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Celem okreslenia struktury wyizolowanych flawonoidéw wykorzystano réwniez
metode spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego 'H NMR i 5C NMR.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego jest jedna z metod
czasteczkowej spektroskopii absorbcyjnej. Jadrowy rezonans magnetyczny opiera si¢ na
zjawisku absorbcji promieniowania elektromagnetycznego o czgstotliwosci radiowe;j
przez jadra atomowe niektérych izotopéw umieszczonych w jednorodnym polu
magnetycznym (Szczepaniak 2002).

W widmie "H NMR sygnaty rezonansowe pojawiaja si¢ w zakresie 0 — 13 ppm.
Na podstawie wartosci ich przesunie¢ chemicznych mozna wnioskowac¢ o liczbie
protonéw w analizowanym zwiazku. Istotnych informacji na temat budowy czasteczki
dostarcza potozenie anomerycznego protonu cukru (rodzaj ipozycja podstawnikow
cukrowych, sposéb ich przylaczenia do aglikonu). W widmie '*C NMR sygnaly
rezonansowe pojawiaja si¢ natomiast w zakresie 0 — 200 ppm. Analizujac widmo
C" NMR mozna okre§li¢ liczbe atoméw wegla w czasteczce, jak i typ wiazania (O- lub
C-glikozydowe) oraz rodzaj i pozycj¢ podstawnikéw.

Analize widm 'H NMR i °C NMR wyizolowanych zwiazkéw flawonoidowych
przeprowadzono w oparciu o dane literaturowe: Agrawal i Rastogi (1981), Agrawal
(1989), Agrawal (1992), Clematis i wsp. (2011), Dey i Harborne (1989), Harborne
i Mabry (1982), Harborne (1994), Mabry i wsp. (1970), Markham i Ternai (1976),
Markham i wsp. (1978), Teng i wsp. (2002). Widma "H NMR i °C NMR wszystkich
analizowanych zwiazkéw wykreslono w DMSO-dg. Dla zwiazkow 1, 3, 4, 5 wykre§lono
dodatkowo widma '"H NMR po dodaniu D,O do DMSO-d¢. W widmach 'Hi*C NMR
sygnaty zwiazkéw 2, 3, 4 15 wystgpowaly w zakresie pola charakterystycznym dla
3-O-podstawionych flawonoli, natomiast sygnaly zwiazku 1 w obszarze typowym dla
aglikon6w.

W widmie 'H NMR zwigzku 1 (Tabela 8, Ryciny 17 1 18) w zakresie sygnatéw
pier§cienia A zaobserwowano trzy sygnaty protonéw: H-6 w formie dubletu przy & 6,19
ppm o stalej sprzezenia J=1,9 Hz, H-8 w formie dubletu przy o 6,41 ppm o stalej
sprzezenia J=1,8 Hz oraz sygnal w postaci singletu przy ¢ 12,47 ppm pochodzacy od
protonu grupy hydroksylowej w pozycji C-5. Dodatkowo zarejestrowano trzy sygnatly
protonéw pierscienia B. Sygnat protonu H-6" wystgpowat jako dublet dubletéw przy
0 7,54 ppm o stalej sprzgzenia meta J=2,2 Hz i orto J=8,5 Hz. Sygnaly protonéw H-2’
przy & 7,64 ppm oraz H-5" przy & 6,89 ppm mialy charakter dubletéw o statych
sprz¢zenia odpowiednio J=2,1 Hz oraz J=8,5 Hz. W widmie BC NMR zwiazku 1
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(Tabela 8, Rycina 16) zarejestrowano 15 sygnatéw wegli. Ich ilo$¢ i rozmieszczenie

byly analogiczne z danymi literaturowymi dla niepodstawionej kwercetyny.

Na podstawie przeprowadzonych badan (hydroliza kwasowa, UV, HPLC-DAD-
ESI-MS, 'H NMR, "°C NMR) zwiazek 1 zidentyfikowano jako kwercetyne.

Rycina 73. Wz6r strukturalny kwercetyny (zwiazek 1).

W widmie 'H NMR zwigzku 2 (Tabela 13, Rycina 25) w zakresie sygnatow
pier§cienia A zarejestrowano sygnaly protondw: H-6 w formie dubletu przy 8 6,40 ppm
(J=1,9 Hz), H-8 w formie dubletu przy 6 6,40 ppm (J=1,9 Hz) oraz sygnat protonu
pochodzacego z grupy hydroksylowej w pozycji C-5 w postaci singletu przy & 12,60
ppm. W obszarze pola sygnaléw pierscienia B uwidocznily si¢ 3 sygnaty. Dwa z nich
w postaci dubletéw przy o6 7,59 pp (J=2,0 Hz) oraz przy & 6,87 ppm (J=8,1 Hz)
przypisano odpowiednio protonom H-2’ i1H-5’. Trzeci sygnat przyporzadkowany
protonowi H-6" wystepowal przy 6 7,57 ppm w postaci dubletu dubletéw o statej
sprzezenia meta J=1,8 Hz oraz orto J=7,2 Hz. W zakresie sygnaléw anomerycznych
protonéw cukréw zarejestrowano dwa sygnaly, co wskazywalo na obecno$¢ dwoch
czasteczek cukru w zwiazku 2. W O-glikozydach sygnal anomerycznego protonu cukru,
ktéry przytaczony jest bezposrednio do aglikonu wystepuje blizej sygnatéw
rezonansowych pochodzacych od protonéw aglikonu. W zwiazku ztym sygnat
w formie dubletu przy o6 5,36 ppm o statej sprz¢zenia J=7,2 Hz przypisano protonowi
H-1 B-glukopiranozy przytaczonej bezposrednio do pierScienia, natomiast dublet przy
0 3,96 ppm o stalej sprz¢zenia J=6,7 Hz protonowi H-1 a-arabinopiranozy. Dodatkowo
w widmie zwiazku 2 obserwowano dublet przy & 3,77 ppm (J=11,0 Hz), ktéry
przypisano protonowi H-6 glukozy. W widmie C NMR zwiazku 2 (Tabela 13, Rycina
24) zarejestrowano 26 sygnaléw. Obserwowane przesunigcia chemiczne aglikonu
wskazywaty na kwercetyng z zablokowana grupa hydroksylowa w pozycji C-3.

O miejscu przyltaczenia reszty cukrowej w aglikonie $wiadczyly przesunigcia sygnatu
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C-3 w gorg pola (-2,4 ppm) oraz sygnatéw C-2 (+9,5 ppm), C-4 (+1,6 ppm) i C-9 (+0,2
ppm) wdét pola. Na wystgpowanie dwoch czasteczek cukréw w analizowanym
zwiazku wskazywata obecno$¢ dwoéch sygnatéw anomerycznych atoméw wegli przy
6 100,81 ppm i6 102,70 ppm, jak réwniez liczba sygnaléw zarejestrowanych
w zakresie 6 64 — 77 ppm. Przesunigcie sygnatu C-6 glukozy z & 61,50 ppm do 8 67,21
ppm (w do6t pola o +5,7 ppm) w poréwnaniu do niepodstawionej B-glukopiranozy oraz
sygnalu C-1 arabinozy z 6 97,80 ppm do 6 102,70 ppm (w dét pola o +4,9 ppm)
w poroéwnaniu do niepodstawionej a-arabinopiranozy wskazuje na obecno$¢ wiazania
1—6 migdzy czasteczkami cukréw. Sygnal anomerycznego atomu wegla glukozy przy
0 100,81 ppm potwierdza takze obecno$¢ wigzania O-glikozydowego migdzy heksoza

a aglikonem.

Na podstawie przeprowadzonych badan (hydroliza kwasowa, UV, HPLC-DAD-
ESI-MS, 'H NMR, "“C NMR) zwigzek 2 zidentyfikowano  jako
3-0-a-arabinopiranozylo(1—6)-p-glukopiranozyd kwercetyny.

OH

Rycina 74. Wz6r strukturalny 3-O-a-arabinopiranozylo(1—6)-p-
glukopiranozydu kwercetyny (zwiazek 2).

W widmie 'H NMR zwiazku 3 (Tabela 18, Ryciny 32, 33) w obszarze sygnatéw
pier§cienia A zaobserwowano dwa sygnaty w postaci dubletéw przy 6 6,18 ppm oraz
0 6,37 ppm o statych sprzezenia J=2,0 Hz pochodzace odpowiednio od protonéw H-6
i H-8. Dodatkowo zarejestrowano sygnatl w postaci singletu przy o 12,59, ktéry
pochodzit od protonu grupy hydroksylowej w pozycji C-5. W zakresie pola sygnatow
pierscienia B uwidocznily si¢ trzy sygnaly. Dwa z nich w postaci dubletéw przy & 7,53

ppm (J=1,5 Hz) odpowiadajacy H-2’ oraz przy o 6,84 (J=8,3 Hz) odpowiadajacy H-5".
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Trzeci sygnat przypisany protonowi H-6" wystgpowat w formie dubletu dubletéw przy
0 7,55 ppm o stalej sprzg¢zenia meta J=2,0 Hz i orto J=8,6 Hz. W obszarze sygnaléw
anomerycznych protonéw cukréw zarejestrowano dwa sygnaly, co wskazuje na
obecnos¢ dwoch czasteczek cukru  wzwiazku 3. W O-glikozydach sygnat
anomerycznego protonu cukru, ktéry przylaczony jest bezposrednio do aglikonu
wystepuje blizej sygnaléw rezonansowych pochodzacych od protonéw aglikonu.
Dlatego tez sygnat w formie dubletu przy 6 5,34 ppm (J=7,5 Hz) przypisano protonowi
H-1 B-glukopiranozy przytaczonej bezposrednio do pierscienia, natomiast dublet przy
04,38 ppm (J=1,1 Hz) protonowi H-1 a-ramnopiranozy. Dodatkowo w widmie
'H NMR zwiazku 3 zarejestrowano sygnal przy & 0,99 ppm w postaci dubletu o statej
sprzezenia J=6,2 Hz odpowiadajacy grupie metylowej ramnozy oraz dublet przy 6 3,70
ppm o statej sprzezenia J=10,2 Hz przypisany protonowi H-6 glukozy. W widmie
BC NMR zwigzku 3 (Tabela 18, Rycina 31) obserwowano 27 sygnaléw.
Zarejestrowane  przesunigcia chemiczne aglikonu odpowiadaly  kwercetynie
z zablokowana grupa hydroksylowa w pozycji C-3. Na miejsce przylaczenia reszty
cukrowej wskazywato przesunigcie chemiczne sygnatu C-3 w gérg pola o -2,4 ppm oraz
przesunigcia sygnatéw C-2 (+9,6 ppm), C-4 (+1,5 ppm) i C-9 (+0,4 ppm) w dét pola.
O wystgpowaniu dwoéch czasteczek cukrow w zwiazku 3 $wiadczyta obecnos¢ dwdch
sygnatéw anomerycznych atoméw wegla przy 6 101,18 ppm i6 100,72 ppm, a takze
liczba sygnatéw w zarejestrowanych w zakresie &6 66 — 77 ppm. W widmie
obserwowano takze charakterystyczny dla ramnozy sygnal grupy metylowe] przy
0 17,72 ppm. Przesunigcie sygnatu C-6 glukozy z 6 61,50 ppm do 6 66,97 ppm (w dé6t
pola o +5,5 ppm) w poréwnaniu z niepodstawiona B-glukopiranoza oraz sygnatu C-1
ramnozy z 6 95,00 ppm do 6 100,72 ppm (w dét pola o+5,7 ppm) w poréwnaniu
z niepodstawiona o-ramnopiranoza wskazuje na wystgpowanie wigzania 1—6 migdzy
czasteczkami cukréw. Sygnal anomerycznego wegla glukozy przy & 101,18 ppm

potwierdza obecno$¢ wiazania O-glikozydowego migdzy heksoza a aglikonem.

Na podstawie przeprowadzonych badan (hydroliza kwasowa, UV, HPLC-DAD-
ESI-MS, 'H NMR, "“C NMR) zwigzek 3 zidentyfikowano jako

3-0-o-ramnopiranozylo(1—6)-B-glukopiranozyd kwercetyny (rutyna).
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OH

Rycina 75. Wzér strukturalny 3-O-o-ramnopiranozylo(1—6)--

glukopiranozydu kwercetyny (zwiazek 3).

W widmie 'H NMR zwiazku 4 (Tabela 23, Ryciny 40, 41) w rejonie sygnatéw
pierScienia A zarejestrowano trzy sygnaly: dwa sygnaty w postaci dubletéw przy o 6,19
ppm i 6 6,40 ppm o takiej samej wartosci statej sprz¢zenia J=1,9 Hz, ktére przypisano
odpowiednio protonom H-6 iH-8 oraz jeden sygnal protonu grupy hydroksylowe;j
w pozycji C-5 w formie singletu przy & 12,63 ppm. Dodatkowo obserwowano trzy
sygnaty protonéw pierscienia B. Sygnat protonu H-2’ zarejestrowano przy o 7,57 ppm
jako dublet o stalej sprzgzenia J=2,1 Hz. Sygnat protonu H-5" wystepowat przy 6 6,84
ppm w postaci dubletu o stalej sprz¢zenia J=9,0 Hz. Dublet dubletéw przy & 7,57
o statych sprzezenia meta J=2,3 Hz i orto J=9,0 Hz przypisano natomiast sygnatowi
protonu H-6’. Sygnat pochodzacy od anomerycznego protonu cukru obserwowano
w formie dubletu przy 6 5,45 ppm o stalej sprzezenia J=7,5 Hz. Potozenie tego sygnatu
oraz warto$¢ stalej sprzgzenia sa charakterystyczne dla [-glukopiranozydéw
przytaczonych wiazaniem O-glikozydowym w pozycji C-3 aglikonu. W widmie
BC NMR zwiazku 4 (Tabela 23, Rycina 39) zarejestrowano 21 sygnatéw. Wartosci
przesuni¢¢ chemicznych odpowiadaty kwercetynie z przylaczona czasteczka glukozy
w pozycji C-3. Na obecnos¢ reszty cukrowej przy weglu C-3 aglikonu wskazuje
przesunigcie sygnatu tego wegla w gorg pola o -2,3 ppm w stosunku do analogicznego
sygnatu niepodstawionego aglikonu, jak réwniez przesunigcie w dét pola sasiednich
wegli w pozycji orto C-2 (+9,3 ppm) i C-4 (+1,6 ppm) oraz para C-9 (+0,8 ppm).
Potwierdzeniem wystgpowania wigzania O-glikozydowego pomigdzy aglikonem
i czasteczka cukru byt przesunigty w dét pola sygnal C-1 glukozy (6 100,87 ppm)

w porOwnaniu z sygnatem samego cukru.
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Na podstawie przeprowadzonych badan (hydroliza kwasowa, UV, HPLC-DAD-
ESI-MS, '"H NMR, "*C NMR) zwiazek 4 zidentyfikowano jako 3-O-B-glukopiranozyd

kwercetyny.

OH
CH,OH

Rycina 76. Wz6r strukturalny 3-O-B-glukopiranozydu kwercetyny (zwiazek 4).

W widmie '"H NMR zwiazku 5 (Tabela 28, Ryciny 47, 48) w zakresie pola
sygnatow pierscienia A obserwowano dwa sygnaty w formie dubletéw przy 6 6,21 ppm
(J=2,0 Hz) i przy o 6,43 ppm (J=2,0 Hz), ktére przypisano odpowiednio protonom H-6
i H-8, oraz jeden sygnal w postaci singletu przy 6 12,61 ppm (sygnat protonu grupy
hydroksylowej w pozycji C-5). Dwa sygnaty w formie dubletéw, ktére zarejestrowano
w rejonie sygnatéw pierScienia B, o statych sprzezenia orto J=8,9 Hz przy & 6,89 ppm
oraz d 8,04 ppm przypisano odpowiednio protonom H-3’, H-5 oraz H-2’, H-6’. Sygnat
anomerycznego protonu cukru zarejestrowano w postaci dubletu przy 6 5,45 o stalej
sprzezenia J=7,4 Hz, co wskazuje na wiazanie O-glikozydowe migdzy aglikonem oraz
czasteczka B-glukopiranozy. W widmie *C NMR zwiazku 5 (Tabela 28, Rycina 47)
obserwowano 21 sygnaléw, z czego 15 sygnaléw przypisano poszczegdlnym weglom
aglikonu, natomiast pozostale 6 sygnatow weglom reszty cukrowej. Wartosci
przesuni¢¢ chemicznych byly zgodne z danymi literaturowymi dla kemferolu
z przytaczona czasteczka glukozy w pozycji C-3. Na wystgpowanie reszty cukrowe;j
w pozycji C-3 aglikonu wskazywato przesunigcie sygnatu C-3 w gére¢ pola o okoto -2,4
ppm oraz sasiednich wegli w pozycji orto (C-2, C-4) i w pozycji para (C-9) w dét pola
odpowiednio o okoto +9.,4 ppm, +1,6 ppm, +0,2 ppm. Sygnal anomerycznego atomu
wegla czasteczki cukru obserwowano przy 6 100,82 ppm, czyli w zakresie typowym dla

O-glikozydow.

Na podstawie przeprowadzonych badan (hydroliza kwasowa, UV, HPLC-DAD-
ESI-MS, 'H NMR, C NMR) zwiazek 5 zidentyfikowano jako 3-O-B-glukopiranozyd

kemferolu.
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© / ﬁ_\OH
0 CH,OH

Rycina 77. Wzér strukturalny 3-O-B-glukopiranozydu kemferolu (zwiazek 5).

Wystepowanie zwiazkéw 1, 2, 3, 4 stwierdzone zostalo w zielu dymnicy,
rowniez przez innych autoréw (Ivanov i wsp. 2014; Karioti i wsp. 2014; Torck i wsp.
1971). Po raz pierwszy z ziela dymnicy wyizolowano 1 zidentyfikowano

3-0-B-glukopiranozyd kemferolu.

Okreslenie profilu kwaséw fenolowych.

Wstepna jakosciowa analiza chromatograficzna 2D-TLC frakcji eteru
dietylowego wyciagu z ziela dymnicy (rozdz. 8.3.3.1.) wykazata obecnos$¢ czterech
kwaséw fenolowych (Tabela 30): trans-ferulowego, kawowego, p-kumarowego

1 protokatechowego.

Celem identyfikacji i oznaczenia ilosciowego kwaséw fenolowych w zielu
dymnicy zastosowano ultrasprawna chromatografi¢ cieczcowa (UPLC-PDA). Analize
przeprowadzono zgodnie z metodyka opracowana w Katedrze 1 Zaktadzie
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
przez dr Matgorzat¢ Wojcinska oraz dr Justyn¢ Chanaj-Kaczmarek. Metoda ta
umozliwia z wykorzystaniem techniki UPLC-PDA rozdzial mieszaniny 15 najczesciej
spotykanych ~ w §wiecie  roslinnym  kwaséw  fenolowych:  chlorogenowego,
dihydrokawowego,  ferulowego,  galusowego, izowanilinowego, kawowego,
m-kumarowego, p-kumarowego, p-hydroksybenzoesowego,
p-hydroksyfenylooctowego, protokatechowego, syryngowego, salicylowego,
wanilinowego irozmarynowego. Przeprowadzone testy walidacyjne wykazaly, ze
metoda ta jest doktadna, precyzyjna, charakteryzuje si¢ liniowoscia w szerokim zakresie
stgzen, wysoka powtarzalnoScia oraz niska wartoscia granicy oznaczalnosci (Chanaj-

Kaczmarek 2013).
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Badaniom na zawarto$¢ kwaséw fenolowych poddano wyciag z wysuszonego
ziela dymnicy (rozdz. 8.3.3.2.). W celu oczyszczenia wyciagu wykorzystano ekstrakcje
do fazy statej (SPE), stosujac dwa rodzaje kolumienek ekstrakcyjnych firmy Waters
(Oasis MAX oraz Oasis HLB), ktére r6znia si¢ struktura chemiczna matrycy (Blahova
1 BrandSteterova 2004; Dvotdkova i wsp. 2007). W kolumienkach Oasis HLB ztoze
wystgpuje w postaci kopolimeru diwinylobenzenu 1 winylopirolidonu, natomiast
w kolumienkach Oasis MAX jest ono dodatkowo zmodyfikowane czwartorzedowymi

grupami aminowymi (grupy jonowymienne) (Rycina 78).

QOasis HLB Oasis MAX

Rycina 78. Struktura chemiczna matrycy kolumienek Oasis HLB i Oasis MAX (www.waters.com).

Kwasy fenolowe z kolumienki Oasis HLB eluowano mieszaning metanol-woda
(70:30), natomiast z kolumienki Oasis MAX 2% roztworem kwasu mréwkowego
w metanolu.

Identyfikacje kwaséw fenolowych prowadzono poréwnujac czasy retencji
i widma w nadfiolecie pikéw zwiazkéw obecnych na chromatogramach z czasami
retencji 1 widmami w nadfiolecie substancji wzorcowych (Ryciny 50-51, Tabela 31),
a takze metoda dodatku wzorca do badanej proby. Zawartos¢ kwaséw fenolowych
obecnych w prébach obliczono wykorzystujac pola powierzchni pikow oraz réwnania

krzywych kalibracyjnych wyznaczonych dla substancji wzorcowych.
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W wyciagu z ziela dymnicy stwierdzono obecno$¢ oraz oznaczono zawarto$¢
(wynik podano w pg kwasu fenolowego / g ziela) czterech kwaséw fenolowych: kwasu
protokatechowego (17,77+0,46 ng/g), kwasu p-kumarowego (55,09+1,39 ng/g) , kwasu
trans-ferulowego (38,60+0,78 ng/g) oraz kwasu kawowego (24,82+0,40 pg/g) (Ryciny
54-56, Tabele 34-41). Ze wzgledu na réznice wystgpujace w odzyskach poszczegdlnych
kwaséw fenolowych przy zastosowaniu procedury ekstrakcji do fazy statej (Tabela 33),
kwas protokatechowy, kwas p-kumarowy i kwas trans-ferulowy oznaczono w wyciagu
oczyszczonym za pomoca kolumienki Oasis HLB, natomiast kwas kawowy oznaczono

w wyciagu oczyszczonym za pomocg kolumienki Oasis MAX.

Tabela 94. Wartosdci parametréw wykorzystanych do identyfikacji kwaséw fenolowych obecnych w zielu

dymnicy
Kwasy Wzorcowe Oznaczone w zielu dymnicy
fenolowe t (min) Amax1r (NM) | Aoy g (NM) t (min) Amax1r (NM) | Aoy y (NM)
protokatechowy 5,57 259,8 294,7 5,55 259,8 294,7
p-kumarowy 10,77 225,6 308,9 10,73 225,6 308,9
trans-ferulowy 12,02 2354 323,1 11,98 2354 323,1
kawowy 7,81 239,6 323,1 7,79 239,6 323,1

Obecnos¢ w zielu dymnicy wyzej wymienionych kwaséw fenolowych

stwierdzaja réwniez inni autorzy  (Ivanov iwsp. 2014; SouSek iwsp. 1999).
W ninejszej pracy nie potwierdzono w zielu dymnicy, stwierdzanych przez innych
autoréw kwasu synapinowego (Ivanov iwsp. 2014) oraz chlorogenowego (Bradley

1992; Newall i wsp. 1996).

Badania ilosciowe

Przeprowadzono oznaczenie iloSciowe sumy polifenoli, flawonoidéw oraz

kwaséw  fenolowych ~w  zielu dymnicy z  wykorzystaniem  metod
spektrofotometrycznych.
Oznaczenie  zawarto$§ci  sumy  polifenoli  przeprowadzono  wedlug

zmodyfikowanej metody Meng iwsp (2009). Metoda ta zaklada wykorzystanie
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odczynnika  Folin-Ciocalteu (FC). Odczynnik ten jest mieszaning kwasu
fosforowolframowego (H3PW,049) ikwasu fosforomolibdenowego (H3PMo0;,040),
ktére w srodowisku alkalicznym (Na,COs3), podczas utleniania fenoli, ulegaja redukcji
do niebieskich tlenkéw wolframu i molibdenu. Intensywno$¢ niebieskiego zabarwienia
koreluje z zawartoscia zwiazkow fenolowych (Azlim Almey i wsp. 2010; Georgé 1 wsp.
2005; Maurya 1 Singh 2010). Stgzenia zwiazkéw fenolowych w badanych prébach byty
proporcjonalne do intensywno$ci absorpcji mierzonej spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali A=760 nm.

Zawartos¢ flawonoidéw badano kolorymetryczna metoda farmakopealng (FP IX
2011) zamieszczona w monografii Betulae folium. W analizie wykorzystano odczynnik
kompleksotworczy w postaci chlorku glinu. Absorbancj¢ préb mierzono przy dlugosci
fali A=425 nm.

Oznaczenie zawartosci kwasOw fenolowych wykonano metoda kolorymetryczna
z uzyciem odczynnika Arnov’a (wodny roztw6r molibdenianu sodu i azotynu sodu),
opisana w Farmakopei Polskiej VI (2002). Absorbancj¢ analizowanych préb mierzono

przy dtugosci fali A=490 nm.

Badaniami na zawarto$¢ sumy polifenoli, flawonoidéw 1 kwaséw fenolowych
objeto wyciag wg FP IX, wyciag metanolowo-wodny, nalewke oraz odwar z ziela
dymnicy (rozdz. 8.4.3.2.). Zawarto$¢ poszczegdlnych grup zwiazkéw podawano
w przeliczeniu na:

e kwas galusowy w analizie zawartosci sumy polifenoli (mg GAE/g ziela

dymnicy)
e kwercetyng w analizie zawartosci flawonoidéw (mg QE/g ziela dymnicy)

e kwas kawowy w analiz¢ zawartosci kwaséw fenolowych (mg CAE/g ziela

dymnicy)

Oznaczona spektrofotometrycznie zawartos¢ sumy polifenoli (rozdz. 9.3.1.),
flawonoidéw (rozdz. 9.3.2.) oraz kwaséw fenolowych (rozdz. 9.3.3.) przedstawiono

w Tabeli 95.
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Tabela 95. Zawarto$¢ sumy polifenoli, flawonoidéw i kwaséw fenolowych w zielu dymnicy

Zawartos$¢
Wyciag polifenole flawonoidy kwasy fenolowe
(mg GAE/g) (mg QE/g) (mg CAE/g)
wg FP IX/metanolowo-wodny 14,43+0,17 6,20+0,02 8,15+0,13
nalewka 10,21+0,14 2,09+0,01 4,94+0,09
odwar 13,66+0,20 1,61+0,01 7,2340,14

Zawartos¢ polifenoli oznaczona w wyciagu metanolowo-wodnym i odwarze
byla poréwnywalna i wynosita odpowiednio 14,43+0,17 mg GAE/g ziela i 13,66+0,20
mg GAE/g ziela. Nalewka natomiast charakteryzowala si¢ nizsza o okoto 30%
zawartoscia sumy polifenoli (10,21+£0,14 mg GAE/g ziela). Najwigksza zawartos¢
flawonoidéw oznaczono w wyciagu z ziela dymnicy wg FP IX (6,20+£0,02 mg QE/g
ziela). W nalewce i odwarze zawartos¢ flawonoidéw byla natomiast okolo 3-krotnie
nizsza 1 wynosita 2,09+0,01 mg QE/g ziela w nalewce oraz 1,61+0,01 mg QE/g ziela
w odwarze. Zawarto$¢ kwasow fenolowych byla zblizona w wyciagu metanolowo-
wodnym (8,15+£0,13 mg CAE/g ziela) i odwarze (7,23+0,14 mg CAE/g ziela). Wartos¢
uzyskana dla nalewki byta okoto 1,5-krotnie nizsza i wynosita 4,94+0,09 mg CAE/g

ziela.

Aktywnos¢ biologiczna

Do badania aktywnosci biologicznej wykorzystano nalewke oraz odwar z ziela

dymnicy (rozdz. 8.5.3.).

Wiasciwosci antyoksydacyjne wyciagéw z ziela dymnicy badano dwiema
metodami. Metoda zuzyciem ABTS polegata na reakcji analizowanych wyciagéw
z odczynnikami chemicznymi. Druga metoda natomiast miata na celu ocen¢ wptywu
nalewki i odwaru z ziela dymnicy na przezywalno$¢ oraz funkcje biologiczne komoérek

zmutowanych drozdzy Saccharomyces cerevisiae, pozbawionych genu sod1.

W pierwszym etapie badan witasciwosci antyoksydacyjnych wykorzystano
reakcje badanych préb z kationorodnikami ABTS™, ktére wytworzono z soli amonowe;j

kwasu  2,2’-azino-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) poprzez utlenienie
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nadsiarczanem  potasu  (rozdz. 9.4.1.1.). Roztwdér kationorodnikéw,  ktéry
wykorzystywano do oznaczen sporzadzono z 24-godzinnym wyprzedzeniem, gdyz
mimo Ze utlenienie ABTS nastepowato natychmiast, to rodniki ABTS™ pelna stabilno$é
i maksymalna warto$¢ absorbancji uzyskiwaly po uptywie 6-48 godzin (Siddhuraju
i Becker 2007). Badanie aktywnosci przeciwutleniajacej wykonano wg zmodyfikowanej
metody Re i wsp. (1999). Jest to metoda kolorymetryczna, ktéra polega na redukcji
kationorodnikéw ABTS"™ (barwa niebiesko-zielona) do ABTS (barwa jasnozielona) po
dodaniu przeciwutleniacza (Rycina 79). Spadek intensywnosci zabarwienia roztworu
kationorodnikéw ABTS™ jest proporcjonalny do stezenia antyoksydantu ijego

aktywnosci.

) s
T

antyoksydant || K,S,0q

°-m S SO,
/@i ﬁN—N% ABTS™
”S0; S NK

Rycina 79. Reakcja utleniania ABTS do ABTS™ oraz redukcji ABTS™ do ABTS.

Stopien  redukcji rodnikéw ABTS™ w badanych prébach mierzono
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A=734 nm. Pomiar absorbancji préb
wykonywano po 10 minutach inkubacji z roztworem kationorodnikéw ABTS™ (czas
wyznaczony do$§wiadczalnie), gdyz po tym czasie zaréwno analizowane wyciagi jaki
1 substancje referencyjne osiagaty stala warto$¢ antyoksydacyjna. W oznaczeniu jako
substancje referencyjne wykorzystano zwiazki o udowodnionej aktywnoSci

antyoksydacyjnej (Nenadis i wsp. 2007; Seddik i wsp. 2010): rutyng (w stezeniu 2,38 —
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11,90 pg/mL), kwas galusowy (w stgzeniu 0,24 — 1,19 pg/mL) oraz troloks (w st¢zeniu
0,48 — 4,76 ng/mL). Uzyskane wartoSci absorbancji postuzyly do wykreslenia krzywych
aktywnosci antyoksydacyjnej substancji referencyjnych (Ryciny 60-62) oraz badanych
wyciagédw (Rycina 63), wyrazonych jako zdolno$¢ do dezaktywacji kationorodnikéw
ABTS™ w zaleznoéci od stezenia. Na podstawie wykre$lonych krzywych wyznaczono
wartosci wspotczynnika 1Csy, ktéry okresla stgzenie antyoksydantu prowadzace do
dezaktywacji 50% kationorodnikéw ABTS™. Wspétczynniki ICsy obliczono metoda
interpolacji liniowej, migdzy wartoSciami ponizej oraz powyzej 50% aktywnosci.
Zwiazek posiada tym wigksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca im jego wartos¢ ICsg jest

nizsza.

Najsilniejszym  antyoksydantem  sposréd  analizowanych  zwiazkéw
referencyjnych okazat si¢ kwas galusowy, najstabszym natomiast rutyna. Odwar z ziela
dymnicy charakteryzowat si¢ stabszymi wtasciwosciami przeciwutelniajacymi
w porOwnaniu z nalewka (Tabela 96). Zaré6wno odwar jak i nalewka posiadaty stabsze

wlasciwosci przeciwutleniajace, niz wykorzystane substancje referencyjne.

Tabela 96. Wartosci ICs, substancji referencyjnych i wyciagéw z ziela dymnicy

Badana substancja referencyjna / wyciag Warto$¢ ICs (ng/mL)
rutyna 5,81
kwas galusowy 0,71
troloks 3,05
nalewka 314,79
odwar 159,91

Wykreslona zostala réwniez liniowa zalezno$¢ mig¢dzy stopniem neutralizacji
kationorodnika ABTS™ (%), a stezeniem polifenoli w badanych wyciagach. Uzyskana
wysoka warto$¢ wspStczynnika determinacji (1°=0,8785) wskazuje, ze whasciwosci
antyoksydacyjne ziela dymnicy sa wduzym stopniu skorelowane z obecnoscia
zwiazkéw polifenolowych. Zgodnie z interpretacja podana w literaturze wynik ten
sugeruje, ze okoto 88% aktywnos$ci przeciwutleniajacej surowca wynika z obecno$ci

zwiazkow polifenolowych (Javanmardi i wsp. 2003).
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Analiz¢ aktywnosci przeciwutleniajacej wyciagéw z ziela dymnicy
przeprowadzono réwniez z wykorzystaniem drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

Drozdze S. cerevisiae sa powszechnie stosowane jako model w badaniach
r6znych aspektéw funkcjonowania komorek eukariotycznych, w tym réwniez
w wyjasnianiu  mechanizméw patogenezy ludzkich chordéb, jak i dziatania lekéw
(Barrientos 2003; Karachitos i wsp. 2013). W komérkach S. cerevisiae istnieja dwa
podstawowe mechanizmy syntezy ATP (glikoliza i fosforylacja oksydacyjna).
W zwiazku z tym, nawet powazne uposledzenie funkcji tancucha oddechowego i/lub
syntazy ATP nie prowadzi do skutku letalnego (w przeciwienstwie do niektérych
komoérek ssakéw), oile zapewnione zostang wilasciwe warunki wzrostu. Do innych
wlasciwosci, dzigki ktérym S. cerevisiae stanowia niezwykle przydatny model
w badaniach ludzkich choréb zalicza sig: podatnos¢ na eksperymentalne manipulacje (w
tym genetyczne), szybka reprodukcje oraz mozliwos¢ uzyskania znacznej masy
materiatu do badan, w postaci komoérek, mitochondriéw czy tez izolowanych biatek. Co
wigcej, ewolucyjna blisko$¢ linii rozwojowych zwierzat i grzybéw, znajduje swdj
wyraz w obecnosci homologéw gendéw i bialek u drozdzy S. cerevisiae i czlowieka,
w tym rowniez SOD1 (Barrientos 2003; Bastow i wsp. 2011).

Gen sodl zawiera sekwencj¢ dla dysmutazy ponadtlenkowej SOD1 (dysmutaza
ponadtlenkowa zawierajaca miedz icynk). CuZnSOD zlokalizowana jest przede
wszystkim w cytozolu, ale moze wystgpowac réwniez w przestrzeni mi¢dzyblonowe;j
mitochondriéw. Enzym ten uczestniczy w dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego
powstajacego w réznych miejscach komorki, w tym podczas transportu elektronéw
przez mitochondrialny tancuch oddechowy, skad anionorodnik ponadtlenkowy moze
by¢ uwalniany do przestrzeni migedzyblonowej badz dalej do cytozolu. Jest to zatem
istotny enzym antyoksydacyjny, a jednym ze skutkow jego dziatania jest ochrona biatek
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (O'Brien 1 wsp. 2004).

W badaniach oceniajacych dzialanie antyoksydacyjne zwiazkéw, niezwykle
przydatne sa drozdze Saccharomyces cerevisiae pozbawione CuZnSOD, poniewaz
w przeciwienstwie do mutantow pozbawionych innych enzyméw antyoksydacyjnych,
np. katalazy, wykazuja réznice w fenotypie w poréwnaniu ze szczepem dzikim (Dani
i wsp. 2008; Zyracka i wsp. 2005). Mutanty S. cerevisiae pozbawione SOD1 sa bardziej
wrazliwe na obecno$¢ utleniaczy, a tym samym sa bardziej podatne na pojawienie si¢
stresu oksydacyjnego. Maja réwniez skrocona dlugo$¢ zycia w porOwnaniu ze

szczepem dzikim, ktéra moze by¢ wydluzona w obecnosci egzogennych
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antyoksydantéw, takich jak askorbinian, cysteina, N-acetylocysteina oraz glutation
(Zyracka i wsp. 2005).

W badaniach wykorzystano zaréwno szczep dziki SP-4 (MATa leul arg4)
drozdzy Saccharomyces cerevisiae, jak iizogenicznego mutanta delecyjnego DSCD1-
1C (MATa leul arg4 sodl:natMX) zawierajacego kaset¢ natMX w obrgbie genu
kodujacego dysmutaz¢ ponadtlenkowa zawierajaca jony miedzi icynku (SODI).
Badano wptyw nalewki i odwaru z ziela dymnicy na zywotno$¢ komoérek drozdzy,
ochrong biatek przed uszkodzeniami oksydacyjnymi oraz na proces oddychania
wewnatrzkomoérkowego mutanta S. cerevisiae (rownolegle przeprowadzono analizy
wyciagéw z ziela zoéltlicy drobnokwiatowej). Badania wyciagéw roslinnych
z wykorzystaniem mutanta Saccharomyces cerevisiae, pozbawionego naturalnych
mechanizméw obronnych przed dziatalnoscia wolnych rodnikéw, wykonano po raz
pierwszy. W przeprowadzonych  wcze$niej badaniach  wyciagéw  roslinnych
wykorzystywano drozdze, u ktérych stres oksydacyjny indukowano, dodajac do
hodowli oksydant (H,O,) (Ravipati i wsp. 2012).

Testy przezywalno$ci komérek drozdzy umozliwity zbadanie wptywu odwaru,
nalewki oraz substancji referencyjnych (rutyna, kwas galusowy, troloks) na zywotnos¢
komoérek drozdzy pozbawionych genu sodl. Wielkos¢ uzyskanego efektu
cytoprotekcyjnego w zwigkszaniu przezywalnosci komoérek drozdzy okreslono na
podstawie wydajnosci tworzenia kolonii (stosunek pomiaru densytometrycznego proby
modyfikowanej wobec kontroli — niemodyfikowanej hodowli mutanta) oraz obliczenia
liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU) dla 1000-krotnych rozcienczen hodowli.
W badaniu zestawiono réwniez ze soba przezywalno$¢ komorek szczepu dzikiego
wobec mutanta (Tabela 91, Ryciny 65 — 70).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w pelnym zakresie zastosowanych ste¢zen,
wyciagi nie wykazuja efektu cytotoksycznego na hodowle drozdzy, a wrgcz przeciwnie,
zaréwno liczba jednostek tworzacych kolonie jak 1 wydajnos¢ tworzenia kolonii byly
proporcjonalne do stezenia odwaru inalewki. Liczb¢ kolonii mutanta najsilniej
zwigkszal odwar dodany do hodowli w st¢zeniu odpowiadajacym 400 mg ziela dymnicy
(400 mg w 26 ml ptynnej pozywki YPG). Liczba jednostek tworzacych kolonie byta
w tym przypadku ponad 3,5-krotnie wyzsza w poréwnaniu do préby kontrolnej. Nieco
nizsze warto$ci uzyskano dla hodowli modyfikowanych nalewka z ziela dymnicy, gdyz
przy analogicznym stezeniu wzrost zwigkszyl si¢ okoto 3-krotnie. Liczbg kolonii, ktéra

przekroczyta warto§¢ uzyskana dla szczepu dzikiego osiagnigto dla hodowli
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modyfikowanych nalewka o stgzeniu odpowiadajacym 400 mg ziela dymnicy (400 mg
w 26 ml pozywki ptynnej YPG) oraz odwarem o st¢zeniu odpowiadajacym 320 mg
1400 mg ziela dymnicy (odpowiednio 320 mg w 26 ml ptynnej pozywki YPG oraz
400 mg w 26 ml pltynnej pozywki YPG). Sposréd substancji referencyjnych (rutyna,
kwas galusowy, troloks) najwyzsza aktywnos$¢ w zwigkszaniu liczby kolonii wykazat
troloks dodany do hodowli w ilosci 2 mg. Wydajnos¢ tworzenia kolonii mutanta byta
najsilniejsza w obecno$ci najwyzszych badanych stezen zaréwno nalewki jak i odwaru
(wzrost okoto 2-krotny w poréwnaniu do kontroli), a uzyskane warto$ci byly nieco

nizsze od tych w przypadku hodowli modyfikowanej 2 mg troloksu.

W  przeprowadzonych badaniach z wykorzystaniem drozdzy Saccharomyces
cerevisiae oznaczono réwniez wpltyw wyciagéw z ziela dymnicy na poziom
karbonylacji biatek.

Powstajace RFT rozpadaja si¢ lub wchodza w reakcje ze sktadnikami komoérek
uszkadzajac kwasy nukleinowe, biatka oraz lipidy wpltywajac negatywnie na funkcje
zyciowe komorki (Bartosz 2009). Biatka sa jednym z gtéwnych celéw szkodliwego
dzialania wolnych rodnikéw, takich jak O,” i'OH, ktére rozrywaja wiazania
dwusiarczkowe, powodujac denaturacj¢ niektérych bialek. RFT moga takze
specyficznie modyfikowac reszty aminokwasowe, a sposréd wszystkich aminokwaséw
najbardziej podatnymi na utlenianie sa cysteina, metionina, histydyna, tryptofan,
tyrozyna i fenyloalanina (Lushchak 2006). Utlenianie bialek powoduje przylaczenie
grup karbonylowych do niektérych reszt aminokwasowych, do ktérych naleza lizyna,
arginina, prolina i treonina (Climent i wsp. 1989; Farber i1 Levine 1986; Levine 1983;
Stadtman 1993). Uszkodzenia oksydacyjne biatek moga w konsekwencji prowadzi¢ do
zmian w ich funkcjonowaniu, np. zmieniajac aktywno$¢ enzymatyczna lub prowadzic¢
do ich degradacji. U mutantéw S. cerevisiae pozbawionych SODI, znajdujacych sig
zarbwno w logarytmicznej fazie wzrostu, jak tez w fazie stacjonarnej stwierdzono
podwyzszony stopien utlenienia kilkunastu biatek, wtym bardzo wysoki stopien
utlenienia enolazy — enzymu bioracego udziat w szlaku glikolitycznym (O'Brien i wsp.
2004). Ponadto, udowodniono, ze u mutantéw pozbawionych SOD1 dochodzi do
zmiany aktywno$ci kanalu VDAC, ktéry odpowiedzialny jest migdzy innymi za
transport metabolitow migdzy mitochondriami 1 cytozolem (Karachitos 1 wsp. 2009).
Oznacza to, ze metabolizm energetyczny tych mutantéw moze by¢ zaklécony, co

prowadzi¢ moze natomiast do obserwowanych zmian fenotypu.
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W przeprowadzonym eksperymencie zaobserwowano, ze modyfikacja hodowli
mutanta S. cerevisiae za pomoca referencyjnych antyoksydantéw (rutyna, kwas
galusowy, troloks), jak réwniez odwaru oraz nalewki z ziela dymnicy prowadzita do
zmniejszenia stopnia karbonylacji niektérych biatek (Rycina 71). Niewatpliwie
zredukowanie ilosci uszkodzonych bialek maja istotny wplyw na poprawe funkcji
biologicznych komorki, co daje potwierdzenie w testach przezywalno$ci. Uzyskany
korzystny efekt najprawdopodobniej zwiazany jest z obecno$cia polifenoli

wykazujacych dzialanie przeciwutleniajace.

Pomiar zuzycia tlenu przez komorki drozdzy umozliwia badanie procesu
oddychania  wewnatrzkomérkowego drozdzy z hodowli niemodyfikowane;j
i modyfikowanej, poddanej dzialaniu wyciagéw z ziela dymnicy oraz referencyjnych
antyoksydantéw (rutyna, kwas galusowy, troloks). Wykorzystanie inhibitora syntazy
ATP (tributylocyna) oraz protonoforu FCCP pozwala na szersza oceng funkcji
mitochondriéw. Oprécz pomiaru endogennego (fizjologicznego) stanu oddechowego,
mierzono tempo oddychania niezwigzanego z fosforylacja oksydacyjna, indukowanego
tributylocyna (4. stan oddechowy), wynikajacego z przecieku protonéw w poprzek
wewnetrznej btony mitochondrialnej. Natomiast po podaniu rozprz¢gacza FCCP,
zwigkszajacego przewodnictwo protonéw, wyznaczano maksymalne tempo oddychania
(oddechowy stan U) (Rycina 80). Wyznaczenie tych parametrow umozliwia oceng

sprzezenia energetycznego komoérek drozdzy wyrazonego stosunkiem stanu U do stanu

4.

25 nmol O,/ml
3. |
=]

Rycina 80. Przyktadowy pomiar oksygraficzny, gdzie a — tempo oddychania endogennego wspartego
etanolem (EtOH), bedacego zrédlem substratu oddechowego dla mitochondrialnego tancucha
oddechowego; b — stan 4 indukowany tributylocyna (TBT); ¢ — stan U indukowany FCCP (rycina

zaproponowana przez dr Andonisa Karachitos).
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W mitochondriach reaktywne formy tlenu sa produkowane gtéwnie przez
kompleks I jak rowniez kompleks III fancucha oddechowego (Lambert i Brand 2009;
Murphy 2009). Produkcja wolnych rodnikéw jest zalezna od wysokiej wartosci sity
protonomotorycznej (Korshunov i wsp. 1997). Z drugiej strony, sita protonomotoryczna
napgdza syntez¢ ATP w mitochondriach. W zwiazku z tym warto$¢ sity
protonomotorycznej jest $ciSle zwigzana ze statusem energetycznym komorki.
Produkcja wolnych rodnikéw nie jest liniowa funkcja szybkosci oddychania,
a czesciowe rozpraszanie sily protonomotorycznej (np. z uzyciem rozprzggaczy),
powoduje duzy spadek produkcji RFT (Miwa i Brand 2003).

Otrzymane wyniki wykazaly, ze sprz¢zenie energetyczne komoérek z hodowli
modyfikowanej mutanta ASOD1 (pozbawionego SODI1) drozdzy poddanych dziataniu
wyciagéw z ziela dymnicy, jak 1 substancji referencyjnych uleglo wzrostowi
w poréwnaniu do hodowli niemodyfikowanej (Tabela 92). Wzrost sprzgzenia
energetycznego jest zalezny od wzrostu sily protonomotorycznej, a co za tym idzie,
zwiazany z poprawa statusu energetycznego komorek. Hipotetyczny wzrost produkcji
RFT w zaistniatym przypadku nie wykazal negatywnego wpltywu na funkcje
biologiczne komorki, czego potwierdzeniem sa przeprowadzone testy przezywalnosci.

Uzyskane wyniki badan hodowli drozdzy Saccharomyces cerevisiae
modyfikowanych wyciagami z ziela dymnicy potwierdzaja jej wlasciwosci

antyoksydacyjne, oznaczone wczesniej metoda chemiczna.

Ostatnim etapem prac badawczych byla analiza aktywnosci przeciwbakteryjne;j
nalewki i odwaru z ziela dymnicy. Badanie przeprowadzono wykorzystujac wrazliwy
na antybiotyki migdzynarodowy szczep standardowy Staphylococcus aureus ATCC
6538 P. Aktywnos¢ wyciagéw z ziela dymnicy okreslano wyznaczajac najmniejsze
stgzenie bakteriobdjcze (MBC) oraz najmniejsze st¢zenie hamujace rozwdj bakterii
(MIC). Jako antybiotyk referencyjny zastosowano chloramfenikol. Wyniki badan
wskazuja, ze zarowno nalewka, jak i odwar z ziela dymnicy wykazuja stabe dziatanie
antybiotyczne w poréwnaniu do chloramfenikolu. Nalewka odznaczala si¢ nieco
silniejszym dziataniem (MIC = 7,5 mg suchej masy / mL, MBC = 10,0 mg suchej masy
/ mL) w poréwnaniu z odwarem (MIC = 10 mg suchej masy / mL, MBC > 10,0 mg

suchej masy na mL) wobec szczepu standardowego Staphylococcus aureus.
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WNIOSKI

. Z wysuszonego ziela dymnicy wyizolowano metodami chromatograficznymi

pie¢ zwiazkéw flawonoidowych. Struktur¢ wyizolowanych zwiazkéw po raz
pierwszy okreslono przy uzyciu metod spektralnych: HPLC-DAD-ESI-MS oraz
'H i°C NMR, jako: kwercetyng i jej pochodne: 3-O-a-arabinopiranozylo
(1—6)-B-glukopiranozyd kwercetyny, 3-0-a-ramnopiranozylo(1—6)-p-
glukopiranozyd kwercetyny, 3-O-B-glukopiranozyd kwercetyny oraz 3-O-f3-
glukopiranozyd  kemferolu. Dotychczas identyfikacja  wyizolowanych
flawonoidéw oparta byta jedynie na podstawie analizy produktéw hydrolizy
kwasowej oraz analizie w nadfiolecie, stad nie udowadniano rodzaju wiazan

miedzycukrowych.

Obecnos¢ 3-0-B-glukopiranozyd kemferolu stwierdzono w zielu dymnicy po raz

pierwszy.

Po raz pierwszy w zielu dymnicy, za pomoca ultrasprawnej chromatografii
cieczowej (UPLC)  oznaczono  zawartos¢  kwaséw  fenolowych:
protokatechowego, p-kumarowego, trans-ferulowego ikawowego. Nie
potwierdzono natomiast, wcze$niej opisywanych w zielu dymnicy kwasu

synapinowego i chlorogenowego.

Z poréwnania zawartosci flawonoidéw, kwaséw fenolowych i sumy polifenoli
wréznych  wyciagach z  ziela dymnicy, oznaczonych metodami
spektrofotometrycznymi wynika, ze najwigksza zawarto$cia flawonoidéw
charakteryzowal si¢ wyciag z dymnicy lekarskiej, przygotowany wg FP IX,
natomiast w wyciagu metanolowo-wodnym iodwarze oznaczono najwyzsze

zawartosci kwasow fenolowych i sumy polifenoli.

Po raz pierwszy badano dzialanie antyoksydacyjne form farmaceutycznych:
nalewki i odwaru z ziela dymnicy. Odwar prawie dwukrotnie silniej
neutralizowat kationorodniki ABTS™ niz nalewka. Wykazano réwniez silng
korelacje (r’=0,8785), pomiedzy zdolno$cia neutralizacji ABTS™ przez badane
wyciagi, a zawartoscia w nich zwiazkéw polifenolowych. Zaréwno odwar
i nalewka z ziela dymnicy wykazywaty stabsze wtasciwosci przeciwutelniajace

niz substancje referencyjne (rutyna, kwas galusowy, troloks).
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6.

Aktywnos¢ antyoksydacyjna odwaru 1 nalewki z ziela dymnicy po raz pierwszy
potwierdzono, wykorzystujac izogenicznego mutanta delecyjnego DSCD1-1C
(MATa leul arg4 sodl:natMX) drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
zawierajacego kasete¢ natMX w obrgbie genu kodujacego dysmutaze
ponadtlenkowa, zawierajaca jony miedzi i cynku (SOD1). Nalewka i odwar z
ziela dymnicy zwigkszaty liczbg jednostek tworzacych kolonie oraz wydajnos¢
tworzenia kolonii drozdzy, jak rowniez zmniejszaly poziom karbonylacji biatek
i zwigkszaly sprzgzenie energetyczne komdérek mutanta Saccharomyces
cerevisiae. Podobny model analizy zastosowano dotychczas dla kilku zwiazkéw
roslinnych. W przeprowadzonych wczesniej badaniach wyciagéw roslinnych,
wykorzystywano tylko drozdze Saccharomyces cerevisiae, u ktorych stres

oksydacyjny indukowano przy pomocy H,O,.

Nalewka i odwar z ziela dymnicy, w poréwnaniu do chloramfenikolu,
wykazywaly raczej slabe dzialanie antybiotyczne wobec szczepu
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P. Nalewka odznaczata si¢ nieco
silniejszym dziataniem (MIC = 7,5 mg suchej masy / mL, MBC = 10,0 mg
suchej masy / mL) w poréwnaniu z odwarem (MIC = 10 mg suchej masy / mL,

MBC > 10,0 mg suchej masy na mL).
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STRESZCZENIE

Gtéwnym celem przeprowadzonych badan byta analiza fitochemiczna zwiazkéw
polifenolowych: flawonoidéow 1 kwaséw fenolowych, obecnych w zielu dymnicy
(Fumariae herba), jak rOéwniez oznaczenie ilosciowe: sumy polifenoli, flawonoidéw
i kwasow fenolowych w ekstraktach z ziela dymnicy jak roéwniez ocena aktywnos$ci

biologicznej (antyoksydacyjnej, przeciwbakteryjnej) badanych wyciagéw.

W czgscei teoretycznej przedstawiono wiadomosci dotyczace dymnicy lekarskiej,
charakterystyke¢ botaniczng rodziny Fumariaceae i gatunku Fumaria officinalis L.,
atakze aktualny stan wiedzy o skladzie chemicznym, dziataniu, zastosowaniu,
przeciwwskazaniach, dziataniach niepozadanych, interakcjach i toksycznos$ci ziela

dymnicy (Fumariae herba).

W czgSci doswiadczalnej z wyciagu z ziela dymnicy, metoda chromatografii
kolumnowej (CC) oraz bibutowej (PPC), przy uzyciu rozpuszczalnikOw o roznej
polarnosci, wyizolowano pi¢¢ zwiazkéw flawonoidowych. Struktur¢ wyodrebnionych
zwiazkow ustalono przy uzyciu metod chemicznych (hydroliza kwasowa, analiza
produktéw hydrolizy) oraz spektralnych (UV, HPLC-DAD-ESI-MS, 'H NMR i "°C
NMR). W efekcie zidentyfikowano kwercetyng, 3-O-a-arabinopiranozylo (1—6)-p-
glukopiranozyd kwercetyny, 3-O-a-ramnopiranozylo(1—6)-p-glukopiranozyd
kwercetyny, 3-O-p-glukopiranozyd kwercetyny) i 3-O-B-glukopiranozyd

kemferolu.

Obecnos¢ kwasoéw fenolowych w zielu dymnicy, potwierdzono metoda

dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej (2D-TLC) oraz SPE-UPLC-PDA.

W  réznych  wyciagach  zziela  dymnicy oznaczono  metodami
spektrofotometrycznymi (kolorymetrycznie lub SPE-UPLC-PDA) zawarto$¢ sumy

polifenoli, flawonoidéw i kwaséw fenolowych.

Najwigksza zawartos¢ sumy polifenoli ikwaséw fenolowych, wykazano
w wyciagu metanolowo-wodnym (8,15+0,13 mg CAE/g 114,43+0,17 mg GAE/g
surowca) i1 odwarze (7,2320,13 mg CAE/g 1i13,66+0,20 mg GAE/g surowca).
Zawartos¢ flawonoidow byta najwigksza w wyciagu przygotowanym wg FP IX
(6,20+£0,02 mg QE/g ziela). Zawartos¢ kwasow fenolowych w zielu dymnicy (pg/g
ziela) wynosita: protokatechowego - 17,77+0,46, p-kumarowego - 55,09+1,39,
trans-ferulowego 38,60+0,78 oraz kawowego - 24,82+0,40.
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Aktywnos$¢ antyoksydacyjng ziela dymnicy analizowano wykorzystujac metodg
kolorymetryczna (ABTS) oraz zuzyciem drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
pozbawionych genu sodl. W metodzie ABTS odwar z ziela dymnicy charakteryzowat
sie stabsza zdolno$cia redukowania rodnika ABTS™ w poréwnaniu z nalewka. Zaréwno
odwar i nalewka z ziela dymnicy wykazywaly stabsze wlasciwosci przeciwutelniajace

niz substancje referencyjne ( rutyna, kwas galusowy, troloks).

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna wyciagéw z ziela dymnicy potwierdzono réwniez
w badaniach  z wykorzystaniem mutanta drozdzy Saccharomyces cerevisiae
pozbawionego genu sodl. Analiza polegata na ocenie wptywu nalewki iodwaru
z surowca na liczbg 1 wydajnoS$¢ tworzenia kolonii (testy przezywalnosci), oznaczeniu
poziomu karbonylacji biatek, jak réwniez pomiarze zuzycia tlenu przez komorki
drozdzy. Zaréwno nalewka, jak i odwar, w badanym zakresie stezen, zwigkszaty liczbe
i wydajnos¢ tworzenia kolonii mutanta drozdzy, zmniejszaty ilo$¢ uszkodzonych biatek
oraz powodowaly wzrost sprz¢zenia energetycznego komoérek. Ponownie rutyna, kwas

galusowy i troloks, stanowily substancje referencyjne.

Nalewka 1iodwar =zziela dymnicy, w poréwnaniu do chloramfenikolu,
wykazywaly raczej stabe dziatanie antybiotyczne wobec szczepu Staphylococcus
aureus ATCC 6538 P. Nalewka odznaczata si¢ nieco silniejszym dziataniem (MIC =
7,5 mg suchej masy / mL, MBC = 10,0 mg suchej masy / mL) w poréwnaniu
z odwarem (MIC = 10 mg suchej masy / mL, MBC > 10,0 mg suchej masy na mL).
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SUMMARY

The main purpose of the concluded studies was phytochemical analysis of
polyphenolics: flavonoids and phenolic acids present in the herb of fumitory (Fumaria
officinalis) as well as quantitative determination of the total polyphenols, flavonoids and
phenolic acids in the herb of fumitory extracts, followed by the evaluation of their
biological (antioxidant and antimicrobial) activities.

The theoretical part of the thesis provides an overview of fumitory, the botanical
characteristics of the family Fumariaceae and Fumaria officinalis L. as well as present
state of the knowledge respecting for chemical composition, application,
contraindications, side effects, interactions and toxicity of fumitory.

In the experimental section five flavonoids were isolated from the Fumaria
officinalis L. extract by both column chromatography (CC) and paper chromatography
(PPC) methods with solvents with of various polarities. The structure of each isolated
compound was elucidated by either chemical (such as acid hydrolysis and the analysis
of the hydrolysis products) and spectral methods (UV, HPLC-DAD-ESI-MS, 'H NMR,
BC NMR). As aresult quercetin, quercetin 3-O-a-arabinopyranosyl (1—6)-p-
glucopyranoside, quercetin 3-0O-a-rhamnopyranosyl (1—6)-B-glucopyranoside,
quercetin 3-O-B-glucopyranoside and kaempferol 3-O-B-glucopyranoside were
identified.

The presence of phenolic acids in the fumitory herb was proven by the two-
dimensional thin layer chromatography (2D-TLC) and the SPE-UPLC-PDA methods.

The contents of total phenolics, flavonoids and phenolic acids were determined
in the various fumitory extracts by means of spectrophotometric (colorimetric or SPE-
UPLC-PDA) methods.

The highest content of phenolic acids and total polyphenols was detected in the
methanol-water extract (8,15+0,13 mg CAE/g and 14,43+0,17 mg GAE/g herb) and in
the decoction (7,23+0,13 mg CAE/g and 13,66+0,20 mg GAE/g herb). The total of
flavonoids was the highest in the extract which was prepared according to Polish
Pharmacopoeia IX (6,20+0,02 mg QE/g herb). The content of individual phenolic acids
in the fumitory herb (ug/g herb) was as follows: 17,77 +£0,46 of protocatechuic,
55,09+1,39 of p-coumaric, 38,60+0,78 of trans-ferulic and 24,82+0,40 of caffeic acid.

The antioxidant activity of fumitory herb was evaluated by an in vitro ABTS
colorimetric assay as well as using a Saccharomyces cerevisiae yeast strain devoid of
sodl gene. In the ABTS test the fumitory decoction characterized by weaker ability to

reduce the ABTS™ radical compared to the tincture. Both decoction and tincture had
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weaker antioxidant properties than the reference substances (rutin, gallic acid, and
trolox).

The antioxidant activity of the fumitory extracts was further confirmed using
a method with the mutant of Saccharomyces cerevisiae yeast lack of sodl gene. The
analysis consisted of the evaluation of tincture’s and decoction’s influence on the
quantity and yield of yeast colonies formation (survival tests) as well as of determining
the level of protein carbonylation and measuring the oxygen consumption by the yeast.
Both the extract and the tincture, in the applied range of concentration, were increasing
the quantity and yield of yeast mutant colonies formation, reducing the number of
damaged proteins and causing an increase of energy coupling in the cells. Again, rutin,
gallic acid, and trolox were used as the positive reference substances.

Both, the fumitory decoction and tincture, in comparison to chloramphenicol,
showed rather weak antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 6538 P
strain. The potential of the tincture was a little bit stronger (MIC = 7,5 mg of dry
weight/mL, MBC = 10,0 mg of dry weight/mL), than that of the decoction (MIC = 10
mg of dry weight/mL, MBC>10,0 mg of dry weight/mL).
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