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STRESZCZENIE

Ziololecznictwo jest obecne w zyciu czlowieka od zarania dziejow. Wspodtczesna
medycyna znajduje naukowe potwierdzenie uzasadniajace dziatanie prozdrowotne surowcow
roslinnych. Coraz wigksza ilo$¢ przebadanych roslin oraz odkrywanie coraz to nowych
potencjalnych zastosowan dodatkowo wzmaga zainteresowanie preparatami ro$linnymi.
Wszystkie te czynniki powoduja, ze pacjenci coraz czesciej siegaja po naturalne
medykamenty w celu leczenia oraz wspomagania terapii roznych jednostek chorobowych.
Szczegdlnie duzym  zainteresowaniem cieszg si¢ preparaty 0  wlasciwosciach
antyoksydacyjnych.

Tematem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena ilosciowa i jakosciowa sktadnikow
wybranych surowcow roslinnych i ich handlowych produktow. Oceny dokonywano na
podstawie sktadu chemicznego i wiasciwosci biologicznych handlowych preparatow
ro$linnych badz surowcow pochodzacych ze zbioru naturalnego. Wybor materiatu roslinnego
podyktowany byt popularnoscig medykamentow wsrod pacjentow. W cyklu pracy doktorskiej
analizie poddano dzika réz¢ (liscie oraz owoce), liScie morwy bialej i czarnej, korzen rozenca
gorskiego, liscie werbeny cytrynowej i lekarskiej oraz korzen ashwagandhy. Analizowane
surowce pochodzity ze zbioru naturalnego, badz stanowily preparaty dost¢pne na rynku
(kapsutki, tabletki, herbaty, susz roslinny). Przeprowadzone badania skupiaty si¢ przede
wszystkim na badaniu profilu fenolowego, aktywnosci antyoksydacyjnej, przeciwbakteryjnej
I enzymatycznej, a takze wartos$ciach odzywczych.

Pierwsza publikacja w cyklu (D.1.) dotyczyta dzikiej rozy. Otrzymane wynikKi
dostarczyly cennych informacji na temat tej rosliny. Udowodniono, iz jej preparaty oraz
surowce ze zbioru naturalnego charakteryzuja si¢ bogatym sktadem polifenolowym, wysoka
zawarto$cig kwasu askorbinowego, a takze wysoka aktywnoscig antyoksydacyjna.
Interesujagcym odkryciem byt fakt, iz to liScie okazaly si¢ bogatsze w polifenole, wykazywaty
wickszg aktywno$¢ przeciwutleniajgca oraz silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne w
porownaniu z owocami dzikiej rozy. Jest to intrygujace, poniewaz na rynku mozna Kupic
jedynie owoce tego surowca.

W przypadku drugiej publikacji (D.2.) analizie zostaty poddane liscie morwy biatej i
czarnej. Przeprowadzone badania dowiodly, ze takze i w tym przypadku liscie sg cennym
zrodtem antyoksydantow. Wprawdzie wigksze ilosci TFC i TPC odnotowano dla morwy
czarnej, mimo to nie ulega watpliwosci, ze napary z obu surowcoéw sa cennym zrodtem

bioaktywnych zwiazkow o wlasciwosciach przeciwutleniajacych.



Trzecia publikacja w cyklu (D.3.) dotyczyta analizy handlowych preparatow rozenca
gorskiego. Jest to bardzo popularny adaptogen szczegolnie polecany na Stany przemeczenia,
stres i napady lgku. Prowadzone badania wykazaty, ze sa to produkty roslinne 0 wysokiej
zawartosci zwigzkow fenolowych i aktywnos$ci antyoksydacyjnej, wykazujace aktywnosc
hamujacag w stosunku do AChE i BChE, co $wiadczy 0 tym, ze ztoty korzen moze by¢
stosowany jako $rodek wspomagajacy W leczeniu chordéb neurodegeneracyjnych.

Werbena lekarska i cytrynowa, ze wzgledu na swoje wlasciwosci prozdrowotne, cieszg
si¢ duzg popularnoscig wsrod pacjentow. Zwlaszceza ta druga jest bardzo popularna w krajach
arabskich, gdzie pije si¢ ja w formie naparu. Surowce te stanowity analizowany material w
czwartej publikacji (D.4.) w cyklu. Otrzymane wyniki wykazaty, iz to wlasnie werbena
cytrynowa jest bogatszym zrodlem polifenoli i charakteryzuje si¢ wyzsza aktywno$é
antyoksydacyjng w poréwnaniu z werbeng lekarskg. Jednak mimo to, oba gatunki stanowig
zrodlo zwigzkéw o wilasciwosciach antyutleniajgcych i sg polecane zwlaszcza w formie
naparow.

Zyskanie popularnosci przez preparaty zawierajace ashwagandhe, ze wzgledu na jej
wlasciwo$ci antyoksydacyjne oraz pozytywny wplyw na uklad nerwowy, znajduje
potwierdzenie w naszych badaniach (publikacja D.5.). Dowiedziono, iz ekstrakty tego
surowca nie tylko charakteryzujg si¢ Wysoka aktywnoscig antyoksydacCyjng i sg bogate w
polifenole, ale rowniez wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne oraz aktywno$¢ hamujgcg w
stosunku do AChE i BChE.

Podsumowujac, kazdy z analizowanych surowcoéw roslinnych okazat si¢ by¢ bogatym
zrodlem polifenoli o wysokiej aktywnosci biologicznej. Zebrane wyniki pokazaly takze
istniejace na roznym poziomie korelacje pomig¢dzy profilem fenolowym a wiasciwo$ciami
biologicznymi, zwlaszcza aktywnoscig przeciwutleniajgca. Biorgc pod uwage powyzsze,

badane preparaty mogg by¢ z powodzeniem stosowane jako zrodto antyoksydantow.



SUMMARY

Herbal medicine has been present in human life since the beginning of history.
Contemporary medicine is finding scientific evidence to justify the health-promoting effects
of plant raw materials. The increasing number of researched plants and the discovery of more
and more new potential uses for them, further increases interest in plant preparations. All
these factors contribute to the fact that patients are increasingly turning to natural remedies for
the treatment and support of therapy of various diseases. Preparations with antioxidant
properties are of particular interest.

The topic of our research was the quantitative and qualitative assessment of the
constituents of selected plant raw materials and their commercial products. The assessment
was based on the chemical composition and biological properties of commercial plant
products or raw plant materials from natural harvest. The selection of plant material was
based on their popularity among patients in the pharmacy. Wild rose (leaves and fruits), white
and black mulberry leaves, golden root, lemon and common verbena leaves and ashwagandha
roots were analyzed in our research. The analyzed raw plant materials were harvested in
natural enviroment and/or were commercially available products in the form of capsules,
tablets, teas or dried plants. The studies focused especially on the phenolic profile, antioxidant
activity, as well as antimicrobial and enzymatic activity, and nutritional value.

The first publication in the series (D.1.) refers to fruits and leaves of rosehip. The
results obtained in this work provided valuable information on this plant. It was proven that
its preparations and raw material from the natural harvest are characterized by a rich
polyphenolic composition, a high ascorbic acid content and high antioxidant activity. An
interesting observation was that the leaves were found to be richer in polyphenols,
demonstrated greater antioxidant activity and antimicrobial activity compared to fruits. This is
intriguing because only fruits of rosehip are available on the market.

In the second publication (D.2.), leaves of white and black mulberry were analyzed.
The results obtained in this work indicated that the leaves are a precious source of
antioxidants. Although higher amounts of TFC and TPC in black mulberry, infusions of
mulberry leaves are a valuable source of bioactive compounds with high antioxidant
properties.

The third publication in the series (D.3.) focused on the analysis of commercial
preparations of golden root. This is a very well-known adaptogen that is particularly
recommended for the fatigue, stress and anxiety attacks. The results showed that these

products are rich in phenolic compounds and have high antioxidant activity. In addition, the
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analyzed golden root products showed inhibitory activity against AChE and BChE, indicating
that this plant can be used in the treatment of neurodegenerative diseases.

Common and lemon verbena, due to their health-promoting properties, are very
popular among patients. Especially the second one is very popular in Arab countries, where it
is consumed in the form of infusion. These raw plant materials were the analyzed material in
our fourth publication (D.4.). The results obtained in the research indicated that lemon
verbena is richer in polyphenols and shows higher antioxidant activity compared to common
verbena. However, both species are a source of compounds with antioxidant properties and
are recommended especially in the form of infusions.

The growing popularity of ashwaganda preparations due to their antioxidant properties
and positive effects on the nervous system is confirmed by our study (publication D.5.). It has
been proven that its commercial samples not only characterized by high antioxidant activity
and are rich in polyphenols, but also showed inhibitory activity against AChE, BChE and
antimicrobial activity.

In conclusion, each of the analyzed plants proved to be a rich source of polyphenols
with significant biological activity. The results obtained in our studies also showed
correlations between the phenolic profile and biological properties, especially antioxidant
activity. Considering the above, the studied plants can be successfully used as a source of

antioxidants.
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WSTEP

Podstawg dobrze zbilansowanej diety czlowieka sg produkty pochodzenia roslinnego.
Jednak nie tylko owoce i warzywa dostarczajg cennych sktadnikow odzywczych, ale rowniez
ziola. Ze wzgledu na bogaty sklad surowcoéw roslinnych wykazuja one szereg dziatan
prozdrowotnych. Skutkuje to ich duza popularnoscia nie tylko jako srodkéw wspomagajacych
leczenie, lecz takze jako dodatkow do produktow spozywczych. Juz w starozytnosci
wykorzystywano ich wlasciwosci przedtuzajace trwatos¢ produktow spozywczych.
Wspoélczesnie takze stosuje si¢ je jako dodatki do migs (np. salami), nabialu (sery
dojrzewajace lub aromatyczne masta) czy jako sktadnik sosow i marynat. [1].

Badania naukowe dowodza, Zze spozywanie surowcOow roslinnych zmniejsza ryzyko
wystgpienia chorob, z ktorymi coraz czeSciej mierzy si¢ nasza cywilizacja [2]. Jednym z
gltéwnych czynnikéw, majacych pozytywny wplyw na organizm cztowieka s3 zawarte W
ro$linach zwigzki o wlasciwosciach przeciwutleniajacych. Ich dziatanie jest zwigzane nie
tylko ze zmniejszeniem stresu oksydacyjnego, ale takze z korzystnym wplywem na
mikrobiotg jelitowa, ktorej sktad jest konieczny do zachowania homeostazy w organizmie [3].

Antyoksydanty, zar6wno pochodzenia naturalnego jak i syntetycznego, sa skuteczne w
kontrolowaniu ilo$ci wolnych rodnikow w organizmie oraz wspomaganiu mechanizmow
przeciwutleniajagcych organizmu [4,5]. Stanowig one szeroka grupe zwigzkéw chemicznych.
Wsrod nich wyrézniamy te, ktére maja zdolnos¢ chelatowania metali lub neutralizowania
ROS i RNS, posiadajace zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw, a takze niektore leki, analogi
substancji wystepujacych w roslinach, jak réwniez dodatki do zywno$ci o pochodzeniu
syntetycznym [6]. Majg zdolno$¢ pozbywania si¢ wolnych rodnikow, przez co wspomagaja
utrzymanie homeostazy w organizmie. Przeciwutleniacze mogg réwniez pomoc w walce z
wirusami, bakteriami, dziata¢ przeciwzapalnie oraz zapobiega¢ nowotworom [7].
Roznorodnos¢ zastosowan wynikajacych z ich wlasciwosci antyoksydacyjnych znajduje
potwierdzenie w wielu badaniach naukowych.

Jedna z grup zwigzkow pochodzenia naturalnego o  wlasciwosciach
przeciwutleniajacych sg zwigzki fenolowe wystepujace w owocach, warzywach i surowcach
roslinnych [8]. Do grupy tych zwigzkéw naleza m.in. flawonoidy. Wystepuja w roslinach jako
metabolity wtorne. Odgrywaja one istotng role w odpowiedzi na biologiczne i niebiologiczne
czynniki srodowiskowe. Wplywaja na wyglad i smak owocow, chronig przed bakteriami czy
grzybami, stad tak liczne wystepowanie tych zwigzkow w roslinach [9]. Flawonoidy maja
korzystny wplyw takze na organizm czlowieka. Wykazuja szereg dziatan, m.in.

przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwcukrzycowe czy przeciwnowotworowe [10,11].
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Zwiazki te moga by¢ pomocne we wspomaganiu leczenia, m.in. biataczki, sepsy, tuszczycy,
astmy, czy tez zapalen reumatoidalnych [11]. Gléwna aktywnosciag biologiczng flawonoidow,
bedaca przedmiotem intensywnych badan, jest ich aktywnos¢ przeciwutleniajaca. Dzigki niej
mozliwe jest zapobieganie uszkodzeniom powodowanym przez wolne rodniki,
wychwytywanie reaktywnych form tlenu (ROS), czy hamowanie oksydaz (np.
cyklooksygenazy, lipoksygenazy) [12].

Z uwagi na fakt, ze czg$¢ flawonoidow moze byé produkowana w odpowiedzi na
infekcje bakteryjne posiadaja one aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Odbywa si¢ to poprzez kilka
mechanizméw - hamowanie syntezy otoczki komodrkowej lub kwasow nukleinowych,
indukcj¢ rozerwania btony bakteryjnej badz tez uniemozliwienie wytwarzania ATP [13].
Przyktadem takiego dziatania jest kwercetyna. Ze wzgledu na swoja budowe jest bardzo
aktywnym przeciwutleniaczem, a wedlug Hanasaki [14] najaktywniejszym flawonoidem z
calej ich grupy. Ponadto wykazuje duzag aktywno$¢ przeciwbakteryjng, przy czym efekt ten
jest silniejszy dla bakterii gram dodatnich niz gram ujemnych. Dziata bakteriostatycznie na
takie szczepy bakteri, jak m.in. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica Typhimurium, zas bakteriobdjczo na Staphylococcus aureus [15].
Odbayar i in. [16] dowiedli, iz kwercetyna zwigksza ekspresj¢ transferazy glutationowej, przy
czym sita efektu jest wspotmierna do zastosowanej dawki. Indukuje takze szlak apoptozy
komorek nowotworowych [17] oraz zwigksza uwalnianie biatka p53, co skutkuje
zatrzymaniem rozrostu komorek raka piersi [18]. Flawonoidy mogg dziataé
kardioprotekcyjnie poprzez kontrolowanie stresu oksydacyjnego (zapobieganie utlenianiu
lipoprotein o niskiej gestosci) oraz poprzez indukowanie rozszerzania naczyn krwionosnych i
regulacje proceséw apoptotycznych w $rodblonku [19]. Wplywajg takze na metabolizm
lipidéw 1 zmniejszajg agregacje plytek krwi, zapobiegajac w ten sposob chorobom sercowo-
naczyniowym [20]. Ponadto badania wykazaly, ze kwercetyna, naryngenina i hesperetyna
maja wilasciwosci rozszerzajace naczynia krwiono$ne, a naryngenina dodatkowo obniza
ci$nienie krwi i rozluznia migs$nie gtadkie naczyn krwionosnych [19]. Z kolei rutyna dziata
korzystnie na uklad sercowo-naczyniowy [21] oraz wspomaga walk¢ z kardiomiopatig
cukrzycowa. Jest to grozne powiktanie, ktore charakteryzuje si¢ m.in. zmianami w strukturze
oraz w funkcjonowaniu serca. Wazng role w jego rozwoju odgrywaja: stan zapalny, zbyt
wysoki poziom cukru we krwi oraz stres oksydacyjny. Saklani i in. [22] korzystajac z modelu
szczurzego dowiedli, ze rutyna, ze wzgledu na swoje wtasciwosci, chroni przed zmianami
zwyrodnieniowymi w sercu. Skutkuje to lepszymi wynikami w EKG oraz ogoélnie lepsza

kondycja grupy badanej w stosunku do pacjentéw, ktérym nie byta podawana. Wykazuje
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takze dzialanie przeciwnowotworowe. Lin i in. [23] dowiedli, Zze przyjmowanie rutyny W
dawce 120 mg/kg masy ciata moze wspomagac leczenie biataczki.

Flawonoidy wykazuja takze dzialanie przeciwwirusowe. Moga blokowaé¢ wigzanie |
przenikanie wirusow do komorek, zaktocaé ich replikacje badz translacje, oraz zapobiegaé
jego wnikaniu do komorki [24]. W badaniach in vitro wykazano, ze apigenina jest aktywna
wobec Herpes Simplex typu 1 i 2, wirusa zapalenia watroby typu B i C oraz afrykanskiego
wirusa pomoru $§win, dzialajac poprzez hamowanie syntezy bialek wirusowych [25]. Jedng z
czescie] wystepujacych chordb cywilizacyjnych jest cukrzyca, ktéra powoduje szereg
powiktan. Jednym z nich jest hiperalgezja, czyli zwigkszone odczuwanie bolu spowodowane
uszkodzeniem nerwow obwodowych. Wykazano, iz stosowanie kwercetyny w potaczeniu z
sodem moze zmniejsza¢ nadmierne odczuwanie bolu [26].

Flawonoidy maja pozytywny wptyw na uktad nerwowy. AChE jest enzymem, ktorego
aktywno$¢ jest kluczowa dla prawidtowego dziatania centralnego uktadu nerwowego.
Badania in vitro wykazaty, iz m.in. rutyna i kwercetyna hamuja aktywno$é¢ AChE oraz BChE
[27].

Powyzsze przyktady pokazuja, ze rosliny dostarczajg mndstwo zwigzkéw biologicznie
czynnych o szerokim spektrum dziatania. Obecny ws$rod pacjentow trend leczenia
naturalnymi sposobami, coraz wigksza ilo§¢ przebadanych surowcOw oraz poszukiwanie
nowych lekéw, w tym o pochodzeniu roslinnym, powoduje wzrost popularnosci
ziololecznictwa. Wspotczesna nauka potwierdza stosowanie wielu surowcow w medycynie
ludowej. Przyktadem moze by¢ ostropest plamisty uzywany jako lek na zatrucia watrobowe.
Wiadomo, ze charakteryzuje si¢ on silnymi wilasciwosciami antyoksydacyjnymi, chroni
watrobe, wspomaga walke z zatruciem alkoholem, lekami czy toksycznymi substancjami
[28].

Dzika ré6za, werbena, lipa, czarny bez czy morwa — to surowce od dawna znane i
stosowane w rejonie Europy Srodkowej. Dawniej ludzie sami zbierali surowce, suszyli oraz
wytwarzali z nich réznorakie przetwory — Soki, kompoty czy nalewki, ktore pozniej byty
stosowane jako lekarstwo, badZ po prostu jako pokarm. Obecnie, w wigckszosci przypadkow,
pacjent najpierw kieruje si¢ do apteki czy do sklepu zielarskiego, zeby zdoby¢ interesujacy go
preparat lub zasiggna¢ porady medycznej. Na miejscu czeka go ogromny wybor tabletek,
kapsutek, syropow, nalewek czy herbatek sporzadzonych z roéznych ziot. W tej sytuacji wazna
jest informacja o kontroli jakosciowej tych medykamentow, oraz ich formie, ktora bedzie

najbardziej efektywna.
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Zroéznicowanie pomigdzy sktadem chemicznym roslin nawet w obrebie jednego
gatunku jest podyktowane kilkoma czynnikami. To, co ma wptyw na wzrost i rozwdj rosliny
bedzie tez oddziatywalo na jej metabolizm, a co za tym idzie na zwigzki, ktore bedzie
wytwarzaé¢ czy przyswaja¢. Dostepnos$¢ stonca, wody, Klimat, wilgotnos¢, rodzaj gleby —
kazdy z wymienionych czynnikoéw bedzie wptywat na to, w jaki sposob ro$lina spozytkuje
energi¢ oraz jak bedzie si¢ rozwija¢ [10,29]. Dlatego tak wazne sg badania majace na celu
oceng jakosci produktow roslinnych.

Pomimo rosngcej ilosci przebadanych roslin leczniczych wskazanie zwigzkow
odpowiedzialnych za ich bioaktywno$¢, czy znajmos¢ mechanizméw dziatania nadal
wymagaja dalszych badan. Doktadne dawki terapeutyczne oraz profilaktyczne, synergizm czy
antagonizm wystepujagce zarowno w obrgbie ro$liny, jak |1 pomiedzy zwigzkami
pochodzgcymi od réznych gatunkéw roslin wymagaja przebadania. W tym celu potrzebne sa

nie tylko badania in vitro, ktore dominujg w tej dziedzinie, ale tez in vivo.
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CELE NAUKOWE

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena ilosciowa i jakosciowa Sktadnikow
aktywnych wybranych surowcéw roslinnych i ich handlowych produktow. Badania
ukierunkowane byly gtéownie na zwiazki polifenolowe, takie jak flawonoidy i kwasy
fenolowe. Ponadto oznaczano aktywno$¢ biologiczg wybranych surowcow roslinnych, a
zwlaszcza aktywno$¢ antyoksydacyjng, S$ciSle powigzang z oznaczanymi zwigzkami

bioaktywnymi.

Szczegotowe cele badan:

e oznaczenie zawartosci wybranych zwiazkéw polifenolowych w surowcach roslinnych
ze zbioru naturalnego oraz handlowych produktach roslinnych z wykorzystaniem
uprzednio zoptymalizowanej i zwalidowanej techniki HPLC (publikacje D.1.-D.5.);

e ocena wilasciwosci biologicznych surowcow roslinnych pochodzacych ze zbioru
naturalnego i roslinnych produktéw handlowych:

v' aktywnosci przeciwutleniajacej (publikacje D.1.-D.5.)
v’ aktywnosci przeciwbakteryjnej (publikacje D.1. i D.5.)

v hamowania aktywnosci cholinoesterazy (publikacje D.3.i D.5.)
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CZESC DOSWIADCZALNA

1. Materiat do badan

Analizowany material stanowity surowce, Ktore sg szczegélnie popularne wsrod
pacjentéw aptek i sklepow zielarskich. Sg to: dzika réza (probki handlowe owocoéw oraz ze
zbioru naturalnego liscie i owoce), morwa biala i czarna (liScie ze zbioru naturalnego),
rézeniec gorski (probki handlowe korzeni), werbena lekarska i cytrynowa (liscie ze zbioru
naturalnego) oraz ashwagandha (probki handlowe korzeni i kiaczy). Handlowe probki
analizowanych ro$lin wystepowaly w formie tabletek, kapsutek, herbatek oraz suszu
roslinnego.

Materiat ro§linny do badan zmielono, a nast¢pnie przygotowano ekstrakty przy uzyciu
odpowiedniego rozpuszczalnika. Wodno-metanolowe ekstrakty przygotowano ekstrahujgc
probki na tazni ultradzwickowej, nalewki (etanolowe ekstrakty) przygotowano zalewajgc
materiat roslinny etanolem, natomiast wodne ekstrakty psporzadzono zgodnie z opisem na
opakowaniu producenta zalewajac surowiec roslinny wrzgcg wodg i zaparzajagc go pod
przykryciem (napary), lub zalewajac surowiec roslinny zimng woda, a nastgpnie calos¢
gotujac w Scisle okreslonym czasie (odwary). Rodzaj wykonanego ekstraktu, w zalezno$ci od

analizowanego surowca roslinnego, zostat przedstawiony w Tabeli 1.

Tabela 1. Rodzaj wykonanych ekstraktow w zalezno$ci od surowca roslinnego.

Nr Surowiec roslinny Ekstrakty
publikacji wodno- nalewki napary odwary
metanolowe
D.1. dzika roza v v v
D.2. morwa biala i czarna 4 v v v
D.3. rézeniec gorski v v
D.4. werbena lekarska i v v v
cytrynowa
D.5. ashwagandha v v
2. Metodyka

a) analiza jakos$ciowa i iloSciowa
Analiza jakosciowa i ilosciowa zostata przeprowadzona przy uzyciu metody HPLC-

UV/Vis (publikacje D.2., D.3., D.4. i D.5.) oraz HPLC-DAD/ESI/MS (publikacja D.1.). W
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przypadku zastosowania techniki HPLC-UV/Vis identyfikacj¢ oznaczanych zwigzkow
fenolowych oparto na porownaniu czasu retencji do czasu retencji ich substancji
standardowych. Ponadto do wybranej probki ekstraktu dodawano odpowiednig ilo§¢ zwigzku
standardowego i probke poddawano jeszcze raz analizie.

Catkowitg zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych oznaczono metoda Folina-Ciocalteu [30],
a otrzymane wyniki wyrazono W mg rownowaznika kwasu galusowego na gram suchej masy
probki (mg GAE/g s.m.). Catkowitg zawarto$¢ flawonoidow 0znaczono zgodnie z procedura
opisang w Farmakopei Europejskiej [31], zas wyniki wyrazono W pg badz mg réwnowaznika
kwercetyny na gram suchej masy probki (ug badz mg QE/g s.m.). Procedure opisang w
Farmakopei Polskiej VI [32] zastosowano do oznaczania catkowitej zawartosci kwasow
fenolowych. W metodzie tej zastosowano odczynnik Arnov’a, natomiast wyniki wyrazono W
pug badz mg rownowaznika kwasu kawowego na gram suchej masy probki (ug badz mg
CAE/g s.m.). Do oznaczania ilosciowego kwasu askorbinowego zastosowano zmodyfikowang
metode Abdelmageeda [33], a wyniki wyrazono w mg kwasu askorbinowego na gram suchej

masy probki (mg ASA/g s.m.).

b) aktywnos¢ antyoksydacyjna

Analize in vitro aktywno$ci antyoksydacyjnej badanych surowcow roslinnych i ich
preparatow przeprowadzono z wykorzystaniem czterech metod, tj. ABTS, FRAP, DPPH i
CUPRAC.

Test DPPH przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowang metoda Tuberoso i in. [34], a
wyniki wyrazono jako ekwiwalent troloksu w mg na gram suchej masy probki (mg TE/g
s.m.). W przypadku testu ABTS procedura byta przeprowadzona wedtug metody Arnao i in.
[35] z niewielkimi modyfikacjami, natomiast wyniki wyrazono jako ekwiwalent troloksu w
mg na gram suchej masy probki (mg TE/g s.m.). Test FRAP przeprowadzono metoda
zaproponowang przez Benzie i Straina, a wyniki wyrazono w mmol badz pmol Fe?*/g suchej
masy probki (mmol badz umol Fe?*/g s.m.) [36], natomiast test CUPRAC przeprowadzono
wedlug metody Apaka i in. [37] z niewielka modyfikacja, za$§ wyniki wyrazono w
ilosci rownowaznikow kwasu askorbinowego w mg na gram suchej masy probki (mg AA/g

s.m.).
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c) aktywno$¢ hamujgca w stosunku do AChE i BChE
Aktywnos$¢ enzymatyczng in vitro analizowanych preparatow w stosunku do AChE i
BChE oznaczono stosujac zmodyfikowang metode Ellmana [38] z wykorzystaniem ptytek 96-
dotkowych. Badania byly mozliwe do przeprowadzenia dzigki wspotpracy z Katedrg i
Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej GUMedu oraz Katedrag Farmakognozji Uniwersytetu

Gazi w Ankarze.

d) analiza mikrobiologiczna

Analiza mikrobiologiczna in vitro byla prowadzona zgodnie z wytycznymi i
procedurami zawartymi w EUCAST (European Commitee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) oraz CLSI (Instytute of Clinical and Laboratory Standards). W toku badan zostaty
uzyte bakterie gram dodatnie (S. aureus ATCC 6538, S. aureus MRSA 18532, S. aureus
MRSA 43300, S. epidermidis ATCC 14990, B-hemolizujacy Streptococcus) oraz gram ujemne
(E.coli ATCC 8739, P. aeruginosae ATCC 9027). Badania byly mozliwe do przeprowadzenia
dzigki wspolpracy z Katedrg i Zaktadem Mikrobiologii Farmaceutycznej GUMedu.

e) analiza biopierwiastkow
Zawarto$¢ makro- i mikroelementow oszacowano za pomocg spektrometru
absorpcyjno-emisyjnego. Mg i Fe byly oznaczone za pomocg absorpcyjnej spektrometrii
atomowej, natomiast K, Na i Ca oznaczono metodg emisyjnej spektrometrii atomowej.
Odpowiednie analityczne dtugosci fal dla pierwiastkow wynosity: 285,2 nm (Mg), 422,7 nm
(Ca), 248,0 nm (Fe), 589,0 nm (Na) i 766,5 nm (K).

f) analiza warto$ci odzywczych
Wiasciwosci odzywceze probek werbeny pospolitej i cytrynowej przeprowadzono przy
wspotpracy z Uniwersytetem Thessali w Grecji oraz Instituto Politécnico de Braganga w
Portugalii. W ramach tych badan zawartos$¢ biatka, ttuszczu, popiotu i btonnika pokarmowego
oznaczono zgodnie z metoda Stowarzyszenia Oficjalnych Chemikow Analitycznych (AOAC)
[39].

3. Zestawienie przeprowadzonych badan

W Tabeli 2 przedstawiono metody i techniki, ktore zastosowano podczas

przeprowadzania badan.
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Tabela 2. Zestawienie przeprowadzonych badan.

Publikacja
D.1.

Publikacja
D.2.

Publikacja
D.3.

Analiza spektrofotometryczna:
e zwigzkow fenolowych (TPC, TFC, TPAC) oraz kwasu askorbinowego
e aktywnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metod DPPH oraz FRAP

Analiza przy uzyciu techniki HPLC-DAD/ESI/MS zwiazkéw fenolowych —
kwasow fenolowych (GA, CGA, CNA, VA, SA, pCA, pCAT, SNA, FA, RA) oraz
flawonoidow Q, RUT — we wspolpracy z Katedrg Biofarmacji Collegium
Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy

Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej — we wspotpracy z Katedrg 1 Zaktadem
Mikrobiologii Farmaceutycznej GUMed

Analiza spektrofotometryczna:
e zwigzkow fenolowych (TPC, TFC, TPAC) oraz kwasu askorbinowego
e aktywnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metod DPPH oraz FRAP

Analiza technikg HPLC-UV/Vis zwigzkow fenolowych — kwasow fenolowych
(GA, CGA, RA, CA, pCA, FA, SNA) oraz flawonoidow (RUT, MYR, NAR)

Analiza spektrofotometryczna:
e zwigzkow fenolowych (TPC, TFC, TPAC) oraz kwasu askorbinowego

e aktywnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metod DPPH, FRAP, ABTS i
CUPRAC

Analiza technika HPLC-UV/Vis zwigzkow fenolowych — kwaséw fenolowych
(GA, pCAT, CAT, VA, CNA, CA, pCA, FA, SNA) oraz flawonoidéw (RUT, Q)

Analiza zawarto$ci pierwiastkow metalicznych technikami ASA/AES - Mg, Ca,
Fe, KiNa
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Publikacja
D.4.

Publikacja
D.5.

Pomiar aktywnosci hamujacej w stosunku do AChE i BChE — we wspotpracy z

Katedra Farmakognozji Uniwersytetu Gazi w Ankarze (Turcja)

Analiza spektrofotometryczna:
e zwigzkow fenolowych (TPC, TFC, TPAC) oraz kwasu askorbinowego
e aktywnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metod DPPH, FRAP, ABTS i
CUPRAC

Analiza technika HPLC-UV/Vis zwigzkow fenolowych — kwaséw fenolowych
(GA, SA, pCA, FA, SNA, CNA, pCAT) i flawonoidéw (RUT, Q)

Ocena warto$ci odzywczych — cukry, kwasy organiczne i kwasy tluszczowe,
tokoferole - we wspoélpracy z Uniwersytetem Thessali w Grecji oraz Instituto

Politécnico de Braganga w Portugalii

Analiza spektrofotometryczna:
e zwigzkow fenolowych (TPC, TFC, TPAC) oraz kwasu askorbinowego
e aktywnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metod DPPH, FRAP i ABTS

Analiza technikg HPLC-UV/Vis zwigzkow fenolowych — kwasow fenolowych
(GA,CAT, VA, CA, FA, SNA, pCA) oraz flawonoidéw (RUT, Q, NAR)

Pomiar aktywnosci hamujacej w stosunku do AChE i BChE - we wspolpracy z

Katedrg i Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej GUMed

Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej — we wspolpracy z Katedra i Zaktadem

Mikrobiologii Farmaceutycznej GUMed
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OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKELAD ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

W sktad publikacji, ktore sa przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej wchodzi
pie¢ publikacji naukowych opisujacych wyniki badan uzyskane w trakcie realizacji pracy
doktorskiej.

Publikacja D.1.

Polumackanycz M, Kaszuba M, Konopacka A, Marzec-Wroblewska U, Wesolowski M,
Waleron K, Bucinski A, Viapiana A. Phenolic composition and biological properties of wild
and commercial dog rose fruits and leaves. Molecules 2020, 25, 5272,

Wprowadzenie i cel pracy

Dzika réza (Rosa canina L.) jest rosling popularnie wystepujacg w Polsce. Jej owoce
mogg by¢ wykorzystywane W leczeniu przezigbien, infekcji, stanow zapalnych czy
problemoéw zotgdkowo-jelitowych [40]. Majg rowniez dziatanie przeciwcukrzycowe,
przeciwbolowe, przeciwwrzodowe, antyproliferacyjne oraz przeciwdziatajg otytosci [41-43].
Owoce s3g szeroko stosowane w przemysle spozywczym, farmaceutycznym 1 kosmetycznym
jako zrodto witaminy C oraz sktadnik tabletek, suplementéw diety, preparatow oraz herbatek
ziotlowych. Spozywanie ich w postaci tradycyjnych herbatek, marmolad, galaretek, dzemow,
zup, suplementoéw diety, nektarow czy wina jest powszechne w wielu krajach europejskich
[41,44]. Herbaty z owocow dzikiej rézy majg tagodne dziatanie przeczyszczajace i
moczopedne oraz pomagaja regulowaé cykl menstruacyjny, natomiast ptatki dzikiej rozy
dziataja kojaco na skore oraz moga pomoéc w leczeniu wysypek i otar¢. Z kolei liscie dzikiej
rézy majg wilasciwosci przeciwutleniajace i przeciwzapalne. Stad w medycynie tureckiej
stosuje si¢ je w leczeniu przezigbien, grypy, $wiadu, egzemy i kaszlu [45]. Najczgsciej stosuje
si¢ je w postaci naparow. Badania naukowe dotyczace lisci dzikiej rozy sg niewystarczajace.
Dostarczajg niewielu danych na temat ich sktadu fenolowego i aktywnosci biologicznej.
Majac na uwadze powyzsze, celem pracy byto porownanie sktadu fenolowego i whasciwosci
biologicznych ekstraktow wodnych i wodno-metanolowych sporzadzonych z handlowych

probek owocow oraz owocow 1 lisci dzikiej rozy pochodzacych ze zbioru naturalnego.
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Analizowany material roslinny

Analizie poddano dwadziescia probek dzikiej rozy (Rosa canina L.), w tym szes¢
probek owocow zakupiono w aptekach i lokalnych supermarketach, natomiast dziewigé
probek owocoéw i pie¢ probek lisci zebrano w oOkresie pazdziernik-listopad 2018 r. w
pénocnej czesci Polski. Wigkszos¢ handlowych probek dzikiej rozy miata posta¢ herbatek w
torebkach, a tylko jedna z nich byla w formie sypkiej. Ponadto dwie probki handlowe

owocow zawieraly rowniez inny surowiec roslinny.

Metodyka

Zmielone probki zostaty poddane ekstrakcji. Wodno-metanolowe ekstrakty dzikiej
roézy otrzymano przy uzyciu tazni ultradzwiekowej, natomiast ekstrakty wodne (napary)
przygotowano, podobnie jak herbatki ziotowe, poprzez zalanie materiatu roslinnego wrzaca
woda i jego zaparzanie w okreslonym czasie. Do analizy jakosciowej i ilosciowej zwigzkow
fenolowych zastosowano technik¢ LC-DAD/ESI/MS. Badania te przeprowadzono we
wspotpracy z Katedrg Biofarmacji Collegium Biomedicum w Bydgoszczy. W toku tej analizy
oznaczono dwanascie zwigzkéw fenolowych, w tym dziesig¢ kwasow fenolowych (GA,
CGA, CNA, VA, SA, pCA, pCAT, SNA, FA i RA) oraz dwa flawonoidy (Q i RUT). Ponadto
oznaczono catkowitg zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, flawonoiow i kwaséw fenolowych,
oraz zawartos¢ kwasu L(+)-askorbinowego przy pomocy techniki spektrofotometrycznej.
Technika ta zostata takze uzyta do pomiaru aktywnosci antyoksydacyjnej metodami DPPH i
FRAP. Dodatkowo, we wspotpracy z Katedrg i Zakltadem Mikrobiologii Wydziatu
Farmaceutycznego GUMed, zbadano aktywnos$¢ przeciwbakteryjng ekstraktow dzikiej rozy.
Badania przeprowadzono zgodnie z procedurami i wytycznymi EUCAST (Europejskiego
Komitetu ds. Testowania Wrazliwosci Mikroorganizméw) oraz CLSI (Instytut Standardow
Laboratoryjnych i Klinicznych). Dziatanie przeciwbakteryjne badano przy uzyciu szczepow
bakterii gram dodatnich, takich jak: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
aureus MRSA 18532, Staphylococcus aureus MRSA 43300, Staphylococcus epidermidis
ATCC14990, grupa A B-hemolityczny Streptococcus, oraz gram ujemnych: Escherichia coli
ATCC 8739 i Pseudomonas aeruginosae ATCC 9027. Wstepne badanie przeprowadzono za
pomoca testu dyfuzyjnego w studni agarowej. Zastosowano tu nastepujace szczepy bakterii:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739 i Pseudomonas aeruginosae
ATCC 9027. Nastepnie dla ekstraktow wykazujacych strefe zahamowania wzrostu w studni
agarowej okreslono wartosci minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) i minimalnego

stezenia bakteriobojczego (MBC).
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Do analizy danych statystycznych zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji
(ANOVA) oraz test Duncana. Obliczono wspoélczynniki korelacji Pearsona miedzy
poszczeg6lnymi sktadnikami fenolowymi, TPC, TFC, TPAC i ASA, a aktywnoscia
przeciwutleniajaca. Obliczenia przeprowadzono przy 95% poziomie ufnosci. Analiza
gtownych sktadnikow (PCA) i hierarchiczna analiza skupien (HCA) zostaly przeprowadzone

w celu Klasyfikacji probek dzikiej rozy.

Wyniki

Za pomoca techniki LC-DAD/ESI/MS zidentyfikowano i oznaczono ilo$ciowo
dwanascie zwigzkow fenolowych. Roznice w zawartosci tych zwigzkéw w naparach 1 wodno-
metanolowych ekstraktach dzikiej rozy byly statystycznie istotne. Napary z owocoOw
charakteryzowatly si¢ najwyzsza zawartoscig CNA i Q, za$ w naparach z lisci dzikiej rozy
dominowaty CGA i CNA. Szczegolnie wysoka zawartoscia CNA, RUT i Q odznaczaly sig¢
napary wykonane z probek handlowych, ktore zawieraty jako dodatek hibiskus. Jednakze w
przypadku tych dwoch probek potaczenie owocow dzikiej rozy i hibiskusa nie zwigkszyto
istotnie aktywnos$ci antyoksydacyjnej naparéw. Moze to by¢ spowodowane matg iloScig
hibiskusa lub jego zlg jakoscig. W przypadku wodno-metanolowych ekstraktow, owoce
dzikiej r6zy byly bogatsze w RUT, za$ liscie charakteryzowaly si¢ wysoka zawartoscig GA i
CNA. Poza tym zawartos¢ kwasow fenolowych, takich jak: pCA, SNA, FA i RA, znajdowata
si¢ ponizej granicy oznaczalno$ci. Poréwnanie wynikow uzyskanych podczas analizy TPC,
TPAC oraz TFC, dowiodto, iz napary charakteryzowaty si¢ wickszg zawarto$cig kwasow
fenolowych i flawonoidéw w pordéwnaniu z wodno-metanolowymi ekstraktami, natomiast
bioragc pod uwage czes¢ morfologiczng rosliny, to liscie okazaly si¢ by¢ znacznie bogatsze W
zwigzki fenolowe niz owoce. Ponadto nie stwierdzono istotnie statystycznych roznic w
zawartosci kwasu L(+)-askorbinowego w obu typach ekstraktow. Porownujac probki dzikiej
rozy pod katem pochodzenia surowca, tzn. owocow ze zbioru naturalnego i tych handlowych,
nie zauwazono istotnych roéznic w ich sktadzie fenolowym.

Podobnie jak w przypadku zwigzkow fenolowych, wyzsza aktywnoscia
antyoksydacyjna charakteryzowaty si¢ napary dzikiej rozy. Ekstrakty sporzadzone z jej lisci
wykazywaly najwyzsza aktywnos¢ przeciwutleniajaca, natomiast wartosci DPPH i FRAP dla
handlowych probek owocow i tych ze zbioru naturalnego byty na tym samym poziomie.

Badania mikrobiologiczne wykazaty, ze analizowane probki roznily si¢ w znaczacy
sposob pod wzgledem aktywnos$ci przeciwbakteryjnej. Cze$¢ z nich w ogdle nie posiadata

aktywnosci, za$ te ktore ja wykazywaty wzieto do dalszych badan. Na podstawie uzyskanych
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wynikéw stwierdzono, ze najlepsza aktywnoscia przeciwbakteryjna charakteryzuja si¢ napary
z lisci dzikiej rozy w stosunku do szczepu S. aureus ze strefa zahamowania wzrostu w
zakresie 11-22 mm. Ponadto napary te wykazywaly lepsza aktywno$¢ wobec szczepow
bakterii gram dodatnich, natomiast ich dziatanie na szczepy bakterii gram ujemnych bylo
istotnie stabsze niz oczekiwano na podstawie testu dyfuzyjnego. Nawet probki, dla ktorych
uzyskano strefy zahamowania wzrostu o $rednicy 20—22 mm, miaty istotnie nizsze wartoSci
MIC w poréwnaniu z analogicznymi badaniami na szczepach bakterii gram dodatnich. W
przypadku ekstraktow wodno-metanolowych najnizsze wartosci MIC uzyskano dla szczepow
bakterii gram dodatnich, zwtaszcza dla szczepu S. aureus. Najwickszg aktywno$cig wobec
bakterii gram ujemnych charakteryzowaty si¢ ekstrakty wodno-metanolowe (MIC w zakresie
od 32 do 128).

Analiza korelacji wykazala wysokie dodatnie zaleznosci miedzy zawartoScig
zwigzkow fenolowych, a aktywnos$cig przeciwutleniajgcg w naparach dla nastepujacych par:
TPC-FRAP (0,86), TPAC-FRAP (0,79), ASA-DPPH (0,75) i TFC-DPPH (0,68). Nie
stwierdzono istotnej korelacji miedzy TPC, TFC, TPAC i ASA, a aktywnoscia
przeciwutleniajaca ekstraktow wodno-metanolowych. Mozna to wytlumaczy¢ obecnoscia
innych sktadnikoéw bioaktywnych o réznej budowie chemicznej niz zwigzki fenolowe, oraz
interakcjami zachodzacymi miedzy tymi zwigzkami [46]. W przypadku naparow stwierdzono
silne korelacje (r > 0.7) miedzy VA-DPPH, pCAT-DPPH, GA-DPPH i GA-FRAP, podczas
gdy w ekstraktach wodno-metanolowych wykryto siedem dodatnich korelacji, oraz jedng
ujemna korelacje mi¢dzy pCAT a DPPH. Wartosci DPPH i FRAP réwniez byly skorelowane,
uzyskano umiarkowane dodatnie korelacje zaréwno dla napardéw, jak i ekstraktow wodno-
metanolowych.

W niniejszej pracy PCA zastosowano do interpretacji danych otrzymanych z badan
nad zawartoscig zwigzkow fenolowych oraz wlasciwosciami przeciwutleniajagcymi w wodno-
metanolowych i wodnych ekstraktach dzikiej r6zy. Na warto$¢ pierwszej glownej sktadowe;j
(PC1), opisujacej 42,46% catkowitej wariancji, najwickszy wptyw wywieraly CNA, SYR,
pCAT, RA, Q, RUT i TFC, za$ na warto$¢ drugiej gtownej sktadowej (PC2), opisujacej
11,50% catkowitej i wariancji - FRAP, TPC i TPAC.

Whnioski
Analiza profilu fenolowego i aktywnosci biologicznej naparéw i ekstraktow wodno-
metanolowych sporzadzonych z owocéw handlowych oraz owocow i lisci pochodzacych ze

zbioru naturalnego dzikiej r6zy wykazaty, ze napary sa bogatsze w sktad fenolowy i maja
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wyzszy potencjat antyoksydacyjny niz ekstrakty wodno-metanolowe. Sposrod oznaczonych
zwigzkow fenolowych Q 1 RUT oznaczono w wigkszych ilosciach w naparach, natomiast GA,
CGA i CNA w ekstraktach wodno-metanolowych. Badania pokazuja takze, iz nie tylko
owoce, ale takze liscie zaslugujg na uwage. To wlasnie ekstrakty sporzadzone z lisci dzikiej
rézy charakteryzowaly si¢ wigkszg zawartoscig zwigzkow fenolowych i1 aktywnoscig
biologiczng, natomiast w grupie owocow: tych ze zbioru naturalnego oraz handlowych nie
stwierdzono istotnych roéznic pomiedzy nimi. Na podstawie analizy korelacji stwierdzono
silng zalezno$¢ pomiedzy zwigzkami fenolowymi a aktywnoscig przeciwutleniajaca,
natomiast analiza PCA i HCA wykazaty znaczace réznice w profilu chemicznym i aktywnosci
biologicznej miedzy ekstraktami przygotowanymi z liSci i owocow dzikiej rozy. Uzyskane
dane wskazuja, ze liscie i owoce dzikiej rozy zawieraja znaczne ilosci zwigzkow fenolowych,
ktore korzystnie wptywaja na zdrowie cztowieka. Ponadto dane uzyskane w niniejszej pracy
potwierdzaja, ze nie tylko owoce dzikiej rozy, ale takze jej liscie powinny by¢
wykorzystywane jako potencjalne zrodto antyoksydantow, a w przyszitosci moga znalezé
zastosowanie w przemys$le farmaceutycznym i spozywczym jako bogate zrodto zwigzkoéw

bioaktywnych.

Publikacja D.2.

Polumackanycz M, Wesolowski M, Viapiana A. Morus alba L. and Morus nigra L. leaves as
a promising food source of phenolic compounds with antioxidant activity. Plant Foods for
Human Nutrition 2021, 76, 458-465.

Wprowadzenie i cel pracy

Morwa jest szeroko uprawiana w Turcji, Europie Potudniowej, Azji Srodkowej i
Potudniowo-Zachodniej [47]. Zdecydowanie najbardziej popularne sa jej owoce, ale nie
tylko, gdyz takze liscie sg czgsto spozywane pod ro6zng postacia. | tak, w Korei Poludniowej
liscie morwy sg jednym ze sktadnikéw lodow, w Indiach sa pozywnym, nietoksycznym i
niedrogim sktadnikiem pozywienia do paratha, tradycyjnego positku na $niadanie i kolacje w
indyjskiej diecie [48], natomiast w Japonii pacjenci z cukrzycg spozywaja lisScie morwy jako
suplement przeciwhiperglikemiczny [49]. Ponadto wykazano, ze liScie morwy skutecznie
przeciwdziataja nadci$nieniu oraz zapobiegaja infekcjom gardta i stanom zapalnym o rdéznej

etiologii.
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W ciggu ostatnich dziesigcioleci znacznie wzrosto spozycie herbaty z morwy. Pacjenci
wlaczaja ja do swojej diety glownie ze wzgledu na dziatanie hipoglikemiczne,
przeciwdepresyjne, przeciwutleniajgce i hepatoprotekcyjne [50]. Obecnie liScie morwy sa
opisywane jako surowiec o wysokiej zawartoSci bialka, weglowodandw, witamin,
mikroelementow 1 btonnika pokarmowego. Poza tym, niektore doniesienia naukowe
wskazuja, ze sa bogate we flawonoidy, alkaloidy i kwas y-aminomastowy (GABA) [51]. Te
bioaktywne zwiazki wykazuja wihasciwosci przeciwko wirusowi HIV, przeciwutleniajace,
hipotensyjne,  cytotoksyczne [52], hipoglikemiczne, hepatoprotekcyjne  [53,54],
neuroprotekcyjne [55] oraz przeciwzapalne [56]. Co wigcej, znalazly rowniez zastosowanie w
kuracjach przeciwbakteryjnych [50,57] i jako $rodek przeciw otytosci [58]. Niestety pomimo
tylu wtasciwosci prozdrowotnych lisci morwy niewiele jest doniesien na temat ich sktadu
chemicznego 1 aktywnosci antyoksydacyjnej, dlatego tez w niniejszej pracy
scharakteryzowano i poréwnano liscie dwoch gatunkow morwy (Morus alba L. i Morus nigra
L.) pod katem ich sktadu fenolowego 1 aktywno$ci przeciwutleniajgcej, majac na celu

waloryzacje ekstraktow z liSci morwy, ktore mozna wigczy¢ do diety.

Analizowany materiaf roslinny

Analizie poddano probki lisci morwy biatej (Morus alba L.) i czarnej (Morus nigra
L.), zebrane w sierpniu 2018 r. w Bari, we Wtloszech. Zebrany material roslinny zostat
uwierzytelniony przez Profesor Pinarose Avato z Dipartimento di Farmacia-Scienze del

Farmaco, Universita degli Studi di Bari (Wtochy).

Metodyka

Po wysuszeniu i zmieleniu zebranych lisci morwy poddano je ekstrakcji. Sporzadzono
wodne (napary i odwary) i alkoholowe (wodno-metanolowe i nalewki) ekstrakty, w ktorych
nastgpnie, za pomocg techniki HPLC UV/Vis, oznaczono jedenascie zwiazkow fenolowych:
siedem kwasow fenolowych (GA, CGA, RA, CA, pCA, FA, SNA) i trzy flawonoidy (RUT,
MYR, NAR). Ponadto wykorzystujac metod¢ spektrofotometryczng oznaczono catkowitg
zawartos¢ zwigzkow fenolowych, flawonoidow i kwaséw fenolowych, oraz zawarto$é kwasu
L(+)-askorbinowego, a takze aktywnos$¢ antyutleniajacg metodami DPPH i FRAP.

Otrzymane wyniki analizowano za pomoca testu jednokierunkowej analizy wariancji
(ANOVA) oraz testu Tukeya. Zbadano réwniez zalezno$¢ pomigdzy zwigzkami fenolowymi
ekstraktow z morwy, a ich aktywnoscia przeciwutleniajaca za pomoca analizy korelacji

Pearsona.
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Wyniki

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono istotne roznice miedzy zawarto$cig
zwigzkoéw fenolowych w ekstraktach z morwy biatej i czarnej. Wigksze ilosci kwasow
fenolowych i flawonoidoéw oznaczono w ekstraktach sporzadzonych z morwy biatej niz tych z
morwy czarnej. Ponadto ekstrakty wodne obu gatunkéw morwy byly bogatsze w zwiazki
fenolowe w porownianiu z ekstraktami alkoholowymi. GA byt zwigzkiem wystepujacym w
najwyzszym stezeniu we wszystkich ekstraktach. RA i RUT stwierdzono w wyzszych
stezeniach w ekstraktach z morwy biatej, podczas gdy CA dominowal w ekstraktach z morwy
czarnej. pCA oznaczono w najmniejszych ilosciach w wigkszosci ekstraktow z morwy,
natomiast CGA nie wykryto w odwarach i ekstraktach wodno-metanolowych sporzadzonych
z lisci morwy biate;.

W przypadku analizy TPC, TFC, TPAC i ASA w lisciach morwy bialej i czarnej
wykazano, ze ekstrakty sporzadzone z morwy czarnej byly bogatsze w TFC 1 TPAC w
poréwnaniu z ekstraktami z morwy biatej, natomiast warto§¢ TPAC w ekstraktach wodno-
alkoholowych z morwy czarnej byta kilkakrotnie wyzsza niz w ekstraktach z morwy bialej.
Ponadto ekstrakty wodne sporzadzone z morwy bialej 1 czarnej byly bogatsze w zwigzki
fenolowe niz nalewki 1 ekstrakty wodno-metanolowe tych surowcéw roslinnych. W
przypadku zawartosci ASA nie stwierdzono istotnych roznic (p < 0,05) migdzy lisS¢mi morwy
biatej i czarnej, z wylaczeniem ich odwardow. Zgodnie z najlepsza wiedzg autoréw, jest to
pierwsze doniesienie dotyczgce zawartosci TPAC i ASA w wodnych i wodno-alkoholowych
ekstraktach morwy czarnej.

Biorac pod uwage aktywnos$¢ antyoksydacyjng probki morwy biatej charakteryzowaty
si¢ wyzszg aktywnoS$cig przeciwutleniajagca w poréwnaniu z probkami morwy czarnej.
Ponadto nie stwierdzono istotnych roznic (p < 0,05) migdzy aktywnos$cig przeciwutleniajgca
ekstraktow alkoholowych z morwy biatej i czarne;.

Wspotczynniki korelacji migdzy poziomami poszczegolnych zwigzkéw fenolowych w
badanych ekstraktach z morwy wykazaly, ze ich wartosci sag istotne statystycznie (p < 0,05)
dla odpowiednio 14 i 11 par sktadnikéw w ekstraktach z morwy bialej 1 czarnej. Najwyzsze
wspolczynniki korelacji stwierdzono dla par GA-pCA, CA-RUT, SA-CGA, CGA-RUT w
ekstraktach z morwy biatej, oraz dla par GA-FA, GA-MYR i MYR-NAR w ekstraktach z
morwy czarnej. Poza tym w ekstraktach z morwy biatej zawartos¢ FA i RA byla silnie
skorelowana z TPAC (r > 0,92). W ekstraktach z morwy czarnej GA, FA, MYR i NAR byty
skorelowane z TPC i TFC oraz RA z ASA. Ponadto we wszystkich analizowanych ekstraktach

z morwy stwierdzono silng korelacj¢ pomiedzy TPC i TFC.

28



Whnioski

Morwa biata i czarna to ro$liny opisywane jako zywnos$¢ o wielu wlasciwosciach
prozdrowotnych. Ich bioaktywno$¢ jest gtownie zwigzana z owocami, podczas gdy badania
odnosnie liSci s3 ograniczone. Dlatego tez w niniejszej pracy scharakteryzowano i poréwnano
liscie dwoch gatunkéw morwy (Morus alba L. i Morus nigra L.) pod katem sktadu
fenolowego i aktywnosci przeciwutleniajacej. Uzyskane wyniki wykazaty, ze liScie morwy
czarnej byly bogatsze w TFC i TPAC, podczas gdy ekstrakty wodne z liSci morwy bialej
zawieraly wyzsze stezenie wigkszosci analizowanych zwigzkow fenolowych. Pomiary
wykazaly, ze ekstrakty wodne otrzymane z liSci obu gatunkéw morwy byly bogatsze w
sktadniki fenolowe i charakteryzowatly si¢ wyzsza zawartoscig TPC, TFC, TPAC oraz ASA,
niz ich ekstrakty alkoholowe. Ws$rdd poszczegdlnych sktadnikéow fenolowych, GA
wystepowal w najwyzszych stezeniach we wszystkich ekstraktach z lisci, podczas gdy CGA
nie wykryto w ekstraktach alkoholowych z morwy bialej. Ponadto analiza korelacji wykazata
istotne zalezno$ci pomigdzy aktywno$cig antyoksydacyjng a TPC i TFC w ekstraktach z
morwy biatej i czarnej. Fakt ten sugeruje kluczowa rol¢ zwigzkow fenolowych jako
przeciwutleniaczy w lisciach morwy bialej i czarnej. Dane uzyskane w niniejszej pracy
wykazaly, iz spozywanie liSci morwy w postaci herbatek lub innych napojow moze mieé
korzystny wplyw na zdrowie cztowieka. Ponadto, ze wzglgdu na swoéj szczegdlny sktad
fenolowy mozna je uzna¢ za obiecujgce zrodto zwigzkow fitochemicznych o udowodnionym
dziataniu biologicznym. Liscie mogg by¢ rowniez wykorzystywane w przemysle
farmaceutycznym i spozywczym jako zroédto nowych i bezpieczniejszych zwigzkoéw

bioaktywnych.

Publikacja D.3.

Polumackanycz M, Konieczynski P, Orhan IE, Abaci N, Viapiana A. Chemical composition,
antioxidant and anti-enzymatic activity of golden root (Rhodiola rosea L.) commercial
samples. Antioxidants 2022, 11, 919.

Wprowadzenie i cel pracy

Rodzaj Rhodiola L. (Crassulaceae) obejmuje blisko 200 gatunkdéw, z ktorych okoto 20
stosuje si¢ w tradycyjnej medycynie azjatyckiej [59,60]. Jednym z nich jest Rhodiola rosea
L., znany jako rozeniec gorski, ztoty korzen lub korzen arktyczny. Kiacza tej rosliny od

wiekow stanowig wazny surowiec w medycynie ludowej Skandynawii, Rosji, Mongolii i
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Chin jako suplement stymulujacy uklad nerwowy, poprawiajacy wydolno$¢ fizyczng i
umystowa, tagodzacy uczucie zmeczenia, stres psychiczny, depresje, impotencje i
zapobiegajacy chorobie wysokosciowej [61,62]. Poza tym klacza i korzenie zlotego korzenia
wykazuja wiasciwosci antystresowe, kardioprotekcyjne, hepatoprotekcyjne,
immunomodulujace, przeciwnowotworowe, stymulujg oSrodkowy uktad nerwowy, a takze
zwigkszaja funkcje poznawcze [61-64]. Wiele produktow handlowych, takich jak dodatki
do zywnosci, preparaty farmaceutyczne, suplementy diety i napoje sprzedawane na calym
$wiecie zawiera wyciggi tego surowca [65,66]. Pomimo wlasciwosci prozdrowotnych i
szerokiego zastosowania rozenca gorskiego niewiele jest publikacji naukowych dotyczacych
jego sktadnikow bioaktywnych oraz aktywnosci biologicznej. Dlatego celem niniejszej pracy
byto poroéwnanie sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej wodno-metanolowych i
wodnych ekstraktow przygotowanych z handlowych produktéw rézenca gorskiego. W ramach
badan zastosowano technike HPLC-UV/Vis, dzigki ktorej oznaczono ilosciowo zwigzki
fenolowe, oraz techniki AAS/AES za pomoca ktorych oznaczono makro- i mikroelementy.
Poza tym oznaczono catkowita zawarto§¢ zwigzkow fenolowych, flawonoidéw i1 kwasow
fenolowych, oraz zawartos¢ kwasu L(+)-askorbinowego. W celu oceny aktywnosci
antyoksydacyjnej zastosowano cztery metody, tj. DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC. Dla

ekstraktow etanolowych okres$lono takze aktywno$¢ hamujgcg w stosunku do AChE i BChE.

Analizowany materiat roslinny

Materiat do badan stanowito pietnascie handlowych produktéw R. rosea zakupionych
w lokalnych supermarketach i aptekach na terenie Gdanska. Wiekszo$¢ probek byta w formie
sproszkowanego lub pokrojonego surowca, dwie probki mialy postaé tabletek, a jedna -

kapsufki.

Metodyka

W celu oznaczenia profilu fenolowego probek handlowych rozenca gorskiego
zastosowano metode HPLC-UV/Vis. Technike te zwalidowano i nastepnie 0znaczono dziesie¢
zwigzkow fenolowych. GA, pCAT, CAT, VA i CNA oznaczano przy dtugosci fali 280 nm, dla
CA, pCA, FA i SNA zastosowano dtugo$¢ fali 320 nm, natomiast dla RUT i Q 4 = 370 nm.
Identyfikacj¢ oznaczanych zwigzkéw fenolowych oparto na poréwnaniu czasu retencji do
czasu retencji ich substancji standardowych. Ponadto do wybranej probki ekstraktu dodawano
odpowiednig ilo§¢ zwiazku standardowego i probke poddawano jeszcze raz analizie.

Oznaczono takze catkowita zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, flawonoidow i kwasow
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fenolowych, oraz zawarto$¢ kwasu L(+)-askorbinowego. W celu oceny aktywnosci
antyoksydacyjnej zastosowano cztery metody, tj. DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC. Dla
ekstraktow etanolowych okreslono takze aktywnos¢ hamujacg w stosunku do AChE i BChE
stosujagc metod¢ Ellmana. Zawarto$¢ makro- i mikroelementéw byla mozliwa dzigki
zastosowaniu technik AAS/AES. Do analizy otrzymanych w pracy wynikow zastosowano
metode jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA) i test Duncana, natomiast do badania
zalezno$ci pomiedzy sktadem chemicznym, a aktywnos$cig biologiczng wykorzystano analize

korelacji Pearsona.

Wyniki

Do oznaczania zwigzkoéw fenolowych w probkach handlowych R. rosea opracowano
prosta i niezawodng procedure HPLC. Wodno-metanolowe ekstrakty charakteryzowaly sig
najwigksza zawartoscia GA 1 pCA, za$ pozostale zwigzki fenolowe oznaczono w znacznie
mniejszych ilosciach. Co wigcej, sposrod pietnastu analizowanych produktéw handlowych
rozenca gorskiego VA oznaczono tylko w jedenastu probkach, CA w dziewieciu probkach,
RUT w czternastu probkach, CNA w dziesieciu probkach, a Q w dwunastu probkach. VA i
CAT znajdowaty si¢ na najnizszym stezeniu, odpowiednio 64,20 i 18,25 pg/g s.m. W
przypadku wodnych ekstraktow nie wszystkie analizowane zwiazki fenolowe oznaczono. |
tak, SNA i pCA okazaly si¢ by¢ w najwyzszych stezeniach i oznaczono je w trzynastu
probkach. Takze pCAT o0znaczono w trzynastu probkach, jednak na niskim poziomie, 12,81
ug/g s.m. GA i CAT wykryto w jedenastu probkach, RUT w o$miu probkach, FA w siedmiu
probkach, VA i CA w pigciu probkach, CNA tylko w dwoch probkach i Q tylko w jednej
probce R. rosea. Roéznice w zawartosci tych zwigzkéw mozna przypisa¢ warunkom
Klimatycznym i czasie zbiorow, a takze procedurze ekstrakcji, co moze prowadzi¢ do utraty
zwigzkoéw bioaktywnych w roslinach [67,68].

W przypadku zawartosci TPC, TFC i ASA byta ona istotnie statystycznie wyzsza (p <
0,05) w ekstraktach wodno-metanolowych niz w ekstraktach wodnych ztotego korzenia,
podczas gdy w obu ekstraktach stwierdzono ilosci TPAC na tym samym poziomie. Co wigcej,
ekstrakty sporzadzone z probki handlowej niewiadomego pochodzenia charakteryzuja sig¢
najnizsza zawartosciag TPC, TFC, TPAC 1 ASA, podczas gdy probka pochodzaca z Rosji byta
najbogatsza w analizowane zwiazki, zwtaszcza w ASA.

W niniejsze pracy po raz pierwszy oznaczono mikro-i makroelementy w probkach
rézenca gorskiego. Na postawie analizy pierwiastkow wykazano, ze ekstrakty wodne byty

bogatsze w Mg, Ca, Fe i K niz ekstrakty wodno-metanolowe. Biorac pod uwage te ostatnie,
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pierwiastkiem o najwyzszym stezeniu byt Na (3,5 mg/g s.m.), nastepnie K (0,74 mg/g s.m.),
Ca (158,83 pg/g s.m.), Mg (148,43 pg/g suchej masy) i Fe (0,12 pg/g suchej masy), przy
czym Fe oznaczono tylko w pigciu probkach.

W przypadku aktywno$ci antyoksydacyjnej, wyzsze wartosci ABTS, FRAP i
CUPRAC uzyskano dla ekstraktow wodno-metanowych niz dla ekstraktow wodnych. Moze
to by¢ zwigzane z wyzszymi poziomami zwigzkéw fenolowych w ekstraktach wodno-
metanolowych. Ponadto zwigzki o silniejszym dziataniu przeciwutleniajgcym w probkach R.
rosea wydaja si¢ by¢ rozpuszczalne w alkoholu. Wartosci DPPH dla obu ekstraktow byly na
tym samym poziomie.

Na podstawie badan dotyczacych hamowania aktywnosci cholinoesterazy przez
ekstrakty zlotego korzenia wykazano, iz wszystkie one wykazywaly aktywnos¢, jednakze w
roznym stopniu. Mozna byto przypuszcza¢, ze aktywno$¢ ta byla zwigzana z obecnosciag
zwigzkow fenolowych w surowcu. Z literatury wiadomo, ze np. Q hamuje aktywnos¢ AChE i
BChE w wielu surowcach roslinnych [69]. Analiza korelacji przeprowadzona w tym badaniu
réwniez potwierdzita zalezno$¢ pomi¢dzy BChE a Q, oraz BChE a RUT i BChE a CNA.

Analiza korelacji wykazata 26 istotnych statystycznie zaleznosci (p < 0,05) dla
ekstraktow wodno-metanolowych, a najwyzsze korelacje uzyskano dla par FRAP-ABTS
(0,74) oraz TFC-Q (0,75). Dla wodnych ekstratow wykryto 14 istotnych statystycznie
zalezno$ci, natomiast najwyzsza korelacje (0,81) uzyskano dla pary TPC-TPAC. Ponadto w
ekstraktach wodno-metanolowych warto$ci DPPH byly skorelowane z wartosciami FRAP, za$
w ekstraktach wodnych zalezno$¢ wartosci DPPH z wartosciami ABTS. Ponadto stwierdzono
istotne korelacje pomiedzy TPAC i ABTS, TFC i CUPRAC oraz TPC i FRAP dla wodno-
metanolowych ekstraktow, a takze pomiedzy TPC i DPPH dla naparéw ztotego korzenia. Te
istotne zalezno$ci miedzy wiasciwosciami przeciwutleniajgcymi a zwigzkami fenolowymi
sugerujag, z¢ TPC 1 TPAC s3 jednymi z gléwnych czynnikow odpowiedzialnych za
przeciwutleniajacy potencjal surowca roslinnego.

Wspotczynniki korelacji migdzy oznaczonymi zwigzkami fenolowymi wskazaly na
odpowiednio 6 i 4 istotne statystycznie korelacje (p < 0,05) odpowiednio dla wodno-
metanolowych i1 wodnych ekstraktow. Najwyzsze wspotczynniki korelacji (r > 0,6)
stwierdzono dla par pCA-GA, Q-RUT i FA-VA w ekstraktach wodno-metanolowych oraz dla
par pCA-CAT i CA-CAT w ekstraktach wodnych. Poza tym, w tych ostatnich wykryto
wysoka zalezno$¢ pomiedzy pCA i CAT, a ASA. W ekstraktach wodno-metanolowych
korelacje pomigedzy GA i pCA z TFC byly umiarkowanie ujemne, podczas gdy zaleznosci

miedzy GA i pCA z TPAC byly umiarkowanie dodatnie i wynosity odpowiednio 0,67 i 0,56.
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Ponadto RUT byta skorelowana z TPC i TFC, podczas gdy CA bylo skorelowane z AA w
ekstraktach hydrometanolowych. Wysoka korelacja dla pary TPC-TPAC zostala wykryta we
wszystkich analizowanych ekstraktach rézenca gorskiego.

Wspolczynniki korelacji miedzy pierwiastkami a zwigzkami fenolowymi wykazaty
najwyzszg warto$¢ dla pary Fe-CA (0,70) w ekstraktach wodno-metanolowych oraz dla par
Fe-TFC (0,81) oraz Q-VA (0,71) w naparach. Ponadto stwierdzono wysokie dodatnie
zalezno$ci rowniez dla par: Mg-TPC, Q-TPC, Q-TFC i Q-RUT w wodno-metanolowych
ekstraktach, oraz w naparach dla par: Mg-CA, Ca-TPAC, Ca-CA, Na-TFC i Q-FA. Korelacje
pomigdzy Mg-SNA i Ca-SNA byty umiarkowanie ujemne w obu ekstraktach. Poza tym, w
ekstraktach wodnych stwierdzono korelacje umiarkowanie dodatnie miedzy Mg-CUPRAC i
Ca-CUPRAC. Wykazano réwniez dodatnig korelacj¢ pomiedzy BChE-TPAC, BChE-TPC i
BChE-DPPH dla ekstraktoéw wodnych, podczas gdy AChE byta ujemnie skorelowana z TFC,
VAi CA.

Whioski

R. rosea L. jest popularnym surowcem roslinnym o wlasciwosciach adaptogennych. W
niniejszej pracy oznaczono profil fenolowy i wlasciwosci biologiczne handlowych probek
tego surowca. Analiza wykazata, ze ckstrakty wodno-metanolowe charakteryzowaty sie
wyzszg zawarto$cig zwigzkow fenolowych w porownaniu z ekstraktami wodnymi. Te ostatnie
natomiast okazaty si¢ by¢ bogatsze W mikro- i makroelementy. GA i pCA wystepowaly w
najwyzszym stezeniu w ekstraktach wodno-metanolowych, zas SNA i pCA w ekstraktach
wodnych. Ponadto ekstrakty wodno-metanolowe odznaczaly si¢ wyzszg aktywnoscig
antyoksydacyjng. Korelacje pomiedzy oznaczanymi zwigzkami fenolowymi a aktywnoS$cig
biologiczng w obu ekstraktach wskazujg na kluczowa rolg zwigzkow fenolowych zwigzang z
ta aktywno$cig w ekstraktach R. rosea. Przeprowadzone badania wykazaty bogaty skiad

fenolowy 1 wysoki potencjat biologiczny handlowych produktéw R. rosea.

Publikacja D.4.

Polumackanycz M, Petropoulos SA, Aifiibarro-Ortega M, Pinela, Barros L, Plenis A,
Viapiana A. Chemical composition and antioxidant properties of common and lemon
verbena. Antioxidants 2022, 11, 2247.
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Wprowadzenie i cel pracy

Rodzina Verbenaceae obejmuje ponad 100 rodzajow i okoto 2000 gatunkow
surowcoOw wystepujacych m. in. w regionach tropikalnych, subtropikalnych i umiarkowanych
[70]. Najnowsze badania nad gatunkami nalezacymi do \erbenaceae wykazaly duza
roznorodno$¢ dziatania farmakologicznego, w tym wlasciwosci przeciwutleniajace,
przeciwbakteryjne, przeciwzapalne, przeciwgrzybicze, antyproliferacyjne, przeciwbdlowe,
owadobojcze i gastroprotekcyjne [71,72]. Do tej rodziny zalicza si¢ m.in. Verbena officinalis
L. zwana potocznie werbeng pospolita, ktora uzywana jest od wielu lat jako suplement diety
w ziotolecznictwie [73]. Jest ona tradycyjnie stosowana w leczeniu zaburzen uktadu
nerwowego, takich jak depresja, bezsenno$¢ i niepokdj. Moze by¢ takze uzywana we
wspomaganiu leczenia choréb watroby i pecherzyka zotciowego, w zaburzeniach
miesigczkowania i U matek karmigcych piersig w celu stymulacji laktacji [74]. Roslina ta jest
roOwniez znana ze swoich witasciwosci moczopednych oraz w niektérych krajach podawana
jest chorym z gorgczka towarzyszaca przezigbieniu, jak roéwniez w malarii i reumatyzmie
[74,75]. Druga rosling nalezagca do Verbaneceae jest Aloysia citrodora Palau (syn. Aloysia
triphylla (L’Hér.) Britton), powszechnie znana jak werbena cytrynowa. Jest to roslina
jednoroczna, ktora pochodzi z Ameryki Potudniowej i jest uprawiana w catym basenie Morza
Srodziemnego i Afryce Ponocnej [76]. Tradycyjnie spozywana jest w formie naparu w celu
wspomagania leczenia przezigbienia i gorgczki, grypy, kolki, biegunki, astmy, leku,
bezsennosci i niestrawnosci [77,78]. Badania nad A. citrodora wykazaty jej silne whasciwosci
biologiczne, takie jak przeciwutleniajgce, przeciwgrzybicze, przeciwzapalne i
przeciwdrobnoustrojowe [79,80]. Ponadto liScie werbeny cytrynowej sa wysoko cenione ze
wzgledu na cytrynowy zapach 1 s3 powszechnie stosowane w wielu przetworach
spozywczych, jako dressingi do satatek, dzemy, puddingi, czy napoje i sorbety [81].

W literaturze mozna znalez¢ doniesienia naukowe na temat sktadu chemicznego
werbeny pospolitej i cytrynowej, oraz ich wilasciwosci biologicznych, jednakze brak jest
informacji na temat sktadu wodnych ekstraktow sporzadzonych z tych surowcoéw oraz ich
aktywnosci przeciwutleniajacej. Biorac pod uwage szerokie zastosowanie naparéw i odwarow
tych surowcoéw roslinnych, celem badan bylo scharakteryzowanie i porownanie sktadu
fenolowego wodnych (naparéw 1 odwarow) 1 wodno-metanolowych ekstraktow
sporzadzonych z werbeny pospolitej i cytrynowej, oznaczenie ich wlasciwosci odzywczych i

aktywnosci przeciwutleniajacej z wykorzystaniem metod DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC.
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Analizowany material roslinny

Liscie werbeny pospolitej i cytrynowej zakupiono w lutym 2021 r. od lokalnej polskiej
firmy NATUR-VIT w postaci suszonych ziot. Probki surowcow rozdrobniono i przygotowano
do dalszych badan.

Metodyka

Wriasciwosci  odzywcze werbeny pospolitej i cytrynowej przeprowadzono we
wspotpracy z Uniwersytetem Thessali w Grecji oraz Instituto Politécnico de Braganca w
Portugalii. W ramach tych badan zawartos¢ bialka, ttuszczu, popiotu i btonnika pokarmowego
okreslono zgodnie z metodg AOAC [39]. Zawarto$¢ biatka oszacowano metoda Kjeldahla, a
zawartos¢ thuszczu oznaczono metoda ekstrakcji Soxhleta. Zawarto$¢ popiotu oznaczono
przez spalenie probki w piecu muflowym w temperaturze 550 + 15 °C, calkowita zawarto$¢
btonnika okreslono metodg enzymatyczno-grawimetryczng, natomiast weglowodany
0szacowano na podstawie roznic. Warto$¢ energetyczng obliczono stosujgc nastgpujgce
przeliczniki: 9 kcal/g dla thuszczu, 4 kcal/g dla biatka 1 we¢glowodandw oraz 2 kcal/g dla
btonnika, a wyniki wyrazono wowczas w kcal na 100 g materiatu roslinnego.

W przypadku cukréw oznaczano je technika HPLC sprz¢zony z detektorem pomiaru
wspotczynnika zatamania $§wiatla, a wyniki wyrazono w g na 100 g materiatu roslinnego.
Kwasy organiczne analizowano technikag UPLC sprz¢zong z detektorem z matrycg
fotodiodowsa, zas wyniki wyrazono w g na 100 g materiatu roslinnego. Ponadto kwasy
tluszczowe analizowano technika GC wyposazong w detektor plomieniowo-jonizacyjny,
tokoferole natomiast analizowano technikg HPLC sprzezong z detektorem fluorescencyjnym.

W celu okreslenia profilu fenolowego zastosowano technik¢ HPLC-UV/Vis. Za jej
pomoca zidentyfikowano oraz oznaczono dziewie¢ zwigzkow fenolowych: GA, SA, pCA,
FA, SNA, CNA, pCAT, RUT i Q. Ponadto w pracy oznaczono takze TPC, TFC, TPAC oraz
ASA, a takze zmierzono aktywnos¢ antyoksydacyjng przy uzyciu czterech metod - ABTS,
FRAP, DPPH i CUPRAC.

Wyniki

Na podstawie wynikow analizy poszczeg6lnych kwasow fenolowych i1 flawonoidow
technikg HPLC-UV/Vis, Aloysia citrodora charakteryzowata si¢ ich wyzsza zawartoscia, przy
czym ekstrakty wodne byty bogatsze w te zwiazki w porownaniu z ekstraktami wodno-
metanolowymi. Ponadto SNA nie zostal oznaczony w zadnej probce, nie stwierdzono

obecnosci Q w naparach, a pCA zostal oznaczony tylko w ekstraktach sporzadzonych z
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werbeny cytrynowej. Te rdznice moga wynika¢ m.in. ze sposobu zbioru, rodzaju ekstrakcji i
moga znaczaco wplywaé na sktad jakosciowy i ilosciowy surowca roslinnego [82]. Réwniez
w przypadku badania zawartosci TPC, TFC i TPAC werbena lekarska okazata si¢ by¢
bogatsza w te zwiazki, oraz ponownie to wodne ekstrakty obu surowcéw roslinnych
charakteryzowaly si¢ wyzsza ich zawartosciag w pordwnianiu z ich wodno-metanolowymi
ekstraktami.

W badaniach nad aktywnoscig antyutleniajaca otrzymano podobne wyniki jak przy
zawartosci zwigzkow fenolowych, tzn. werbena cytrynowa odznaczala si¢ wyzsza
aktywnoscig antyutleniajagcg w poréwnaniu z werbeng pospolita, oraz wodne ekstrakty obu
surowcOw rowniez charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywno$cig niz ekstrakty wodno-
metanolowe.

Jako, ze werbena jest wykorzystywana takze jako dodatek do zywnosci zbadano jej
warto$ci odzywcze. Ilos¢ thuszczu, protein i popiotu byta wyzsza dla werbeny cytrynowej,
przy czym w przypadku btonnika sytuacja wygladata odwrotnie — 70g/100 g s.m. dla werbeny
lekarskiej w stosunku do 57,1g/100g s.m. dla werbeny cytrynowej. Wyniki otrzymane przy
oznaczeniu weglowodanéw dla obydwu roslin byly na bardzo zblizonym poziomie. W
przypadku mono- i disacharydow te roznice byty wigksze. Fruktoza, glukoza oraz sacharoza
wystepowaly w wiekszej ilosci w werbenie lekarskiej, przy czym tg ostatnig oznaczono w
najmniejszej ilosci. Mierzgc natomiast warto$¢ kaloryczng analizowanych preparatow
zaobserwowano, iz réznica w tej wartosci jest nieznaczna (256 vs. 244kcal/100 s.m.) z
przewagg dla werbeny cytrynowej. Wyniki dotyczace kwasdéw organicznych wykazaty
zmienno$¢ pomiedzy Verbena officinalis L. a Aloysia citrodora. Wigkszo$¢ kwasow
wystepowata w wyzszym stezeniu W werbenie cytrynowej, a wyjatkiem okazaly si¢ jedynie
kwas cytrynowy i chinowy. W przypadku tokoferoli ich zawartos¢ byta na tym samym
poziomie dla surowcow werbeny, z wyjatkiem B-tokoferolu, ktorego nie oznaczono w lisciach
werbeny cytrynowej. Ilos¢ poszczegolnych kwaséw wykazywata zmienno$¢ w zalezno$ci od
rosliny, przy czym w wigkszosci Aloysia citrodora byta w nie bogatsza. Co ciekawe,
zawartos¢ nasyconych kwasoéw ttuszczowych i jednonienasyconych kwasow tluszczowych
byla takze wigksza dla tego gatunku, natomiast wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
byto wiecej w werbenie lekarskiej.

W pracy zastosowano rowniez analize korelacji, ktora wykazata 6 i 12 korelacji
istotnych statystycznie (p < 0,05) odpowiednio dla ekstraktéw z werbeny pospolitej i
cytrynowej. W ekstraktach z werbeny pospolitej TPA byt dodatnio skorelowany z warto$ciami
DPPH i ABTS. Ponadto FRAP byt dodatnio skorelowany z TPC, podczas gdy wartosci DPPH
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i ABTS byly silnie skorelowana na poziomie r = 0,99. Z drugiej strony, w ekstraktach z
werbeny cytrynowej wartosci ABTS byly silnie skorelowane z GA, pCA i FA, natomiast
wartosci FRAP byly skorelowane z pCA i ABTS.

Whioski

Werbena zwyczajna i cytrynowa to popularne rosliny o szerokim spektrum dziatania
farmakologicznego. Przeprowadzone w pracy badania dotyczace wartosci odzywczych,
sktadu fenolowego i aktywnos$ci przeciwutleniajacej wodno-metanolowych i wodnych
(odwardéw 1 naparéw) ekstraktow lisci tych surowcow, wykazaty roznice pod wzgledem
wartoséci odzywczych, sktadu chemicznego i aktywnosci przeciwutleniajacej migdzy dwoma
gatunkami werbeny. Ponadto stwierdzono istotng, dodatnig korelacje migdzy wykrytymi
zwigzkami fenolowymi a aktywnos$cig biologiczng ekstraktow, sugerujac kluczowa role
sktadnikow fenolowych jako zwiazkow przeciwutleniajacych w wodnych ekstraktach z
werbeny pospolitej i cytrynowej. Podsumowujgc, oba gatunki werbeny wykazaty obiecujgce
wyniki pod wzgledem wartosci odzywczej, sktadu chemicznego 1 dzialania
przeciwutleniajacego, ktore byly dodatnio skorelowane z zawartoscia zwigzkow fenolowych,
przy czym ekstrakty wodne byty bogatsze w oznaczane zwigzki i aktywnos¢ antyoksydacyjng

niz ekstrakty wodno-metanolowe werbeny .

Publikacja D.5.

Polumackanycz M, Petropoulos SA, Sledzinski T, Goyke E, Konopacka A, Plenis A,
Viapiana A. Withania somnifera L.: Phenolic compounds omposition and biological activity
of commercial samples and its aqueous and hydromethanolic extracts. Antioxidants 2023, 12,
550.

Wprowadzenie i cel pracy

Withania somnifera (L.) Dunal (Ashwagandha) pochodzi z pétnocno-zachodnich i
srodkowych Indii oraz regionéw Morza Srédziemnego i Potnocnej Afryki [83]. Jest waznym
sktadnikiem wielu preparatow ajurwedyjskich, ktore sa obecnie komercjalizowane w Indiach
i innych krajach $wiata [84]. Wiekszos¢ produktow W. somnifera jest sprzedawanych jako
suplementy diety w postaci proszkéw, syropow, naparow, masci, tabletek oraz kapsutek [85].
W systemach medycyny ajurwedyjskiej wszystkie czeSci morfologiczne rosliny s3

wykorzystywane do celow terapeutycznych [86], jednakze korzenie sg najbardziej popularne.
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Preparaty sporzadzone z korzeni sg powszechnie spozywane jako zywnos¢ funkcjonalna dla
promowania witalno$ci 1 mgskosci. Wedtug badan z etnobotaniki sa rowniez stosowane jako
srodek nasenny w alkoholizmie i dusznos$ci rozedmowej. Ponadto W. somnifera ma wiele
innych wtasciwosci leczniczych, w tym immunomodulujace [87], przeciwcukrzycowe i
neuroprotekcyjne [84], przeciwnowotworowe [88] i przeciwzapalne [89]. Dodatkowo jest tez
uzyteczna jako antybiotyk, przeciwutleniacz, $rodek odtruwajacy, afrodyzjak, s$rodek
moczopgdny i1 uspokajajacy [84,90]. Badania fitochemiczne W. somnifera wykazaty obecno$¢
takich zwigzkow, jak m.in. witanolidy, alkaloidy, zwiagzki fenolowe czy saponiny zawierajace
dodatkowa grupe acylowag [91-94]. Istnieje wiele doniesieh na temat witanolidow |
alkaloidow, ale tylko kilka dostepnych badan na temat skladu fenolowego i aktywnosci
przeciwutleniajacej W. somnifera [95-97]. Z tego powodu celem pracy byla ocena sktadu
fenolowego naparéw i wodno-metanolowych ekstraktow sporzadzonych z handlowych
produktow ashwagandhy i ich ocena pod wzgledem aktywnosci przeciwutleniajgce;j,
przeciwbakteryjnej i hamujacej aktywno$¢ acetylocholinoesterazy. Wyniki tych badan moga
dostarczy¢ nowych i waznych informacji na temat sktadu fenolowego i wlasciwosci

biologicznych dostepnych na rynku produktéw ashwagandhy.

Analizowany materiat roslinny

Do badan zakupiono osiemnascie probek handlowych Withania somnifera L. (Dunal)
w lokalnych supermarketach, sklepach zielarskich i w gdanskich aptekach. Wigekszo$¢ probek
pochodzita z Indii i zawierata korzenie ashwagandhy. Tylko dwie probki zawieraty kigcza i
cale ziele. Ponadto osiem probek miato posta¢ kapsutek, dwie probki miaty postaé tabletek, a

osiem probek byto w postaci proszku.

Metodyka

Probki ashwagandhy sproszkowano, a nastepnie poddano procesowi ekstrakciji,
otrzymujac wodno-metanolowe i wodne (napary) ekstrakty. Analize¢ jakosciowa i iloSciowa
zwigzkow fenolowych przeprowadzono przy uzyciu techniki HPLC-UV/Vis, stosujac
odpowiednig analityczng dtugosé fali. I tak, przy A = 280 nm oznaczono GA, VA, CAT, NAR,
przy A =320 nm oznaczono CA, FA, pCA, SNA, natomiast RUT i Q oznaczono przy A =370
nm. Ponadto metoda spektrofotometryczng oznaczono TPC, TFC, TPAC i ASA, oraz
aktywnos¢ antyutleniajacg ekstraktow ashwagandhy za pomoca testow DPPH, ABTS i FRAP.

Analize aktywnosci przeciwbakteryjnej naparéw ashwagandhy przeprowadzono

zgodnie z protokotami EUCAST i CLSI, przy wspolpracy z Katedra i Zakladem
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Mikrobiologii Farmaceutycznej GUMedu. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng badano stosujac
nastepujace szczepy bakterii: gram dodatnie - Staphy lococcus aureus ATCC 6538, MRSA
(18582, 6347, N315, 12673), Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Corynebacterium diphtheriae, grupa A p-hemolityczna Streptococcus i
Streptococcus pneumoniae, oraz gram ujemne - Escherichia coli ATCC 8739 i Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027. Test dyfuzji w studni agarowej zastosowano jako wstepne badanie
aktywno$Ci przy uzyciu nastepujacych szczepoéw: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 8739 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Minimalne st¢zenie
hamujace (MIC) i minimalne stezenie bakteriobojcze (MBC) badano stosujac technike
mikrorozcienczen, natomiast aktywno$¢ hamujacg w stosunku do AChE i BChE oznaczano
metoda Ellmana przy wspolpracy z Katedra i Zakladem Biochemii Farmaceutycznej
GUMedu.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) i nastgpnie poroéwnanie $rednich z testem HSD Tukeya (p < 0,05) i testem t
Studenta (p < 0,05) odpowiednio dla $rednich tej samej metody ekstrakcji i tej samej probki.
Analize korelacji Pearsona zastosowano do zbadania zaleznosci migdzy sktadem fenolowym,
a aktywnosciag biologiczng ekstraktow W. somnifera. W pracy przeprowadzono takze PCA

majac na celu sklasyfikowanie badanych probek na podstawie ich profilu chemicznego.

Wyniki

Biorgc pod uwage wyniki otrzymane technikg HPLC-UV/Vis, wodno-metanolowe
ekstrakty ashwagandhy charakteryzowaly si¢ wyzszg zawartoScig kwasow fenolowych i
flawonoidow w poréwnaniu z jej naparami. W ekstraktach wodno-metanolowych oznaczono
jedynie pie¢ zwigzkow fenolowych (GA, CAT, Q, CA i RUT) we wszystkich analizowanych
probkach. Zawarto$¢ SNA oznaczono tylko w czterech probkach, pCA w sze$ciu probkach,
VA W o$miu probkach, NAR w dwunastu probkach i FA w jedenastu probkach ashwagandhy.
Ponadto, CAT i Q oznaczono w najwigkszych ilosciach w ekstraktach alkoholowych,
odpowiednio 1,96 i 1,35 mg/g s.m., podczas gdy zawartos¢ SNA i VA o0znaczono w
najnizszym stezeniu, odpowiednio 135 i odpowiednio 108,99 ng/g s.m. W przypadku
ekstraktow wodnych we wszystkich probkach oznaczono tylko zawartos¢ CAT, ktora razem z
GA i Q wystepowata w najwigkszych ilosciach. Ponadto zawarto$¢ SNA oznaczono tylko w
trzech probkach i byt to zwigzek 0 najnizszym stezeniu w naparach.

Zawartos¢ TPC, TFC, TPAC i ASA przedstawiala si¢ zupelie odwrotnie, gdyz

ekstrakty wodne byta bogatsze w te zwiazki niz ekstrakty wodno-metanolowe W. somnifera.
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Podobne wyniki otrzymano dla aktywnoS$ci przeciwutleniajacej, ktora oznaczono trzema
metodami. Wicgksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca wodnych ekstraktow mozna wytlumaczy¢
wyzszg zawartoscig zwigzkow fenolowych, gdyz jak wiadomo ich zawartos¢ jest Scisle
skorelowana z aktywnoscia przeciwutleniajaca [98].

Testy antybakteryjne wykonano metoda dyfuzyjno-agarowa. Poczatkowo kontroli
poddane zostaty wszystkie napary ashwagandhy w celu sprawdzenia ich dziatania wobec
trzech szczepow bakterii (S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8739 i P. aeruginosa ATCC
9027), po czym dziesie¢ probek, ktore wykazywaly znaczacg aktywnos¢, poddano dalszym
badaniom mikrobiologicznym. Oznaczono dla nich warto$ci MIC i MBC. Zakresy wartosci
MIC i MBC naparéw wynosily odpowiednio 0,25-32 i 1-32 mg/ml. Najnizsza wartos¢ MIC
(0,25 mg/ml) zanotowano wobec S. pyogenes i C. diphtheria. Ponadto S. pyogenes byt
najbardziej wrazliwym szczepem bakteryjnym, z wartosciami MIC w zakresie od 0,25 do 4
mg/ml. Wartosci MBC byly znacznie wyzsze w porownaniu z warto$ciami MIC, tym samym
potwierdzajac, ze ekstrakty wodne z W. somnifera mogg mie¢ dziatanie bakteriobojcze w
wysokich i dziatanie bakteriostatyczne w nizszych stezeniach.

Na podstawie danych otrzymanych dla aktywnosci hamujacej w stosunku do AChE i
BChE wodno-metanolowych i wodnych ekstraktow W. somnifera L. i poréwnujac $rednig tej
aktywnos$ci w stosunku do AChE dla wszystkich ekstraktow wodnych ze $rednig aktywnosci
dla wodno-metanolowych ckstraktow, te pierwsze charakteryzuja si¢ nizszg wartoscig
aktywnosci hamujacej (64%) w poroéwnaniu do 76% dla ekstraktow wodno-metanolowych. W
przypadku BChE, ekstrakty wodno-metanolowe miaty nizszg aktywnos¢ hamujacg w
stosunku do BChE (40%) w poréwnaniu do 78% dla ekstraktow wodnych.

W niniejszej pracy zastosowano takze analize korelacji, ktora wykazata 48 istotnych
statystycznie korelacji (p < 0,05) dla ekstraktow wodno-metanolowych. Najwyzsze korelacje
(r > 0,8) uzyskano dla par TPC-FRAP, TPC-TPA i TPA-SNA. Ponadto korelacje miedzy
DPPH a TFC, ASA, GA, NAR, pCA i RUT byly ujemne, co wskazuje, ze zwiazki te nie tylko
nie przyczyniaja si¢ do potencjalu antyoksydacyjnego badanych ekstraktow, ale takze, ze
moga mie¢ negatywny wplyw na aktywno$¢ oznaczong testem DPPH. Dla wodnych
ekstraktow stwierdzono 38 statystycznie istotnych korelacji, a najwyzsza zalezno$¢ uzyskano
pomiedzy RUT a TPAC. Ponadto w tych ekstraktach korelacje pomiedzy aktywnosciag
antyoksydacyjna a TPAC, GA, SNA i pCA byly umiarkowanie dodatnie, podczas gdy
zalezno$¢ miedzy FRAP i Q byta umiarkowanie ujemna. Dodatkowo wartosci AChE byty

istotnie skorelowane z VA. Uzyskane wyniki wskazuja na kluczowa role zwiazkow
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fenolowych w aktywnos$ci antyutleniajacej dla W. somnifera, przyczyniajac si¢ w ten sposob
do ogdlnych wlasciwosci bioaktywnych badanych handlowych probek tego surowca.

Dodatkowo zastosowano PCA, ktorej celem w bylo zidentyfikowanie probek
wykazujacych podobienstwa pod wzgledem sktadu zwigzkow fenolowych i aktywnosci
przeciwutleniajacej, oraz w zalezno$ci od typu ekstrakcji. Wyodrebniono pi¢¢ glownych
sktadowych (PC), przy czym PC1 odpowiadata za 39,7%, PC2 za 18,2%, PC3 za 8,5%, PC4
za 8,0% i PC5 za 5,4%. Ponadto PC1 byto dodatnio skorelowane z TFC, ASA, CAT i DPPH
oraz ujemnie skorelowane z GA, NAR, RUT i AChE, podczas gdy PC2 bylo dodatnio
skorelowane z Q i ujemnie skorelowane z TPAC, FA, CAT, pCA, ABTS, i FRAP. Wreszcie
PC3 byt dodatnio skorelowany z TPAC, VA, RUT, FA, NAR i CA oraz ujemnie skorelowane
z Qi SNA.

Whnioski

Analizowane probki handlowe Withania somnifera L. wykazaty zmienno$¢ w sktadzie
chemicznym zwigzang z réznym pochodzeniem surowcow, a takze z réoznym Sposobem
ekstrakcji. Wodne ekstrakty ashwagandhy charakteryzowaly si¢ wyzszg zawartoScia
zwigzkoéw fenolowych oraz wykazywaty wyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajgcg (zwlaszcza w
przypadku testu DPPH) w poréwnaniu z wodno-metanolowymi ekstraktami. Podobnie,
ekstrakty wodne charakteryzowaty si¢ wyzsza aktywnoscig przeciwbakteryjng niz ekstrakty
wodno-metanolowe, chociaz te drugie wykazywaly wyzszg aktywnos¢ hamujacg w stosunku
do AChE, jednak nizszg w stosunku do BChE dla ekstraktow wodnych. Analiza korelacji
wykazata zaleznosci pomi¢dzy zawartoscig zwigzkow fenolowych, a aktywnoscia biologiczng
zakupionych handlowych probek ashwagandhy. Zyskanie popularnosci preparatow
zawierajacych ten surowiec roslinny ze wzgledu na jej wiasciwo$ci antyoksydacyjne oraz
pozytywny wplyw na uktad nerwowy znajduje potwierdzenie w powyzej przedstawionych
badaniach. Stosowanie W. somnifera wigze si¢ z korzystnymi efektami zdrowotnymi, jednak
wymagane sg kolejne badania zaréwno nad samym surowcem, jak i jego preparatami

handlowymi.
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WNIOSKI

Nadrzgdnym celem niniejszej pracy byta ocena ilosciowa i jakosciowa bioaktywnych
sktadnikéw, zwlaszcza zwigzkéw polifenolowych, oraz oznaczenie wlasciwosci
biologicznych wybranych surowcoéw roslinnych i ich handlowych produktow. Rodzaj
analizowanych surowcow roslinnych podyktowany byt ich duza popularnoscig na rynku.
Wicgkszos¢ analizowanych surowcow jest od dawna znana i stosowana w naszym regionie, jak
np. morwa, werbena czy dzika r6za. Cze¢s¢ z nich, jak np. ashwagandha przybyta do nas az z
Indii, czy rézeniec gorski z Syberii. Coraz szybszy styl zycia ludzi powoduje przemeczenie,
wiele sytuacji stresowych oraz lekowych, stad na rynku bardzo popularne sg obecnie surowce
0 dzialaniu adaptogennym, takie jak ashwagandha czy rdézeniec gorski. Badania
przeprowadzone w trakcie doktoratu miaty na celu dostarczenie nowych informacji na temat
jakosci tych preparatow. Kazdy z analizowanych surowcdéw roslinnych okazat si¢ bogatym
zrodiem polifenoli o wysokiej aktywnosci antyoksydacyjnej. Zebrane wyniki pokazaty takze
istniejgce na réznym poziomie korelacje pomigdzy zawartoscig zwigzkow fenolowych a
wlasciwosciami  biologicznymi, zwlaszcza aktywnoscig przeciwutleniajaca. Fakt ten
wskazuje, 1z badane surowce 1 ich preparaty handlowe stanowig cenne zrodio
antyoksydantow.

Dokonujac przegladu literaturowego natrafiono na duza ilo$¢ informacji wigzacych
rozenca gorskiego oraz ashwagandhe z ich korzystnym wplywem na uktad nerwowy. Badania
aktywnosci hamujacej w stosunku do AChE i BChE dowiodty, iz analizowane preparaty tych
ro$lin wykazywaty aktywno$¢ wobec tych enzymow. Sugeruje to, iz mogg by¢ potencjalnymi
surocami wspomagajgcymi leczenie choréb neurodegeneracyjnych, przy czym nalezy
zaznaczy¢, ze koniecznie jest przeprowadzenie dalszych badan w tym kierunku.

Badania mikrobiologiczne ocenity aktywno$¢ przeciwbakteryjng analizowanych
surowcow roslinnych. Na uwage zasluguja szczegolnie liscie dzikiej rozy, ktore wykazywaty
najwigksza aktywno$¢ sposrod analizowanych preparatow (szczegdlnie wobec szczepu
bakteri S.epidermidis).

Bioragc pod uwage fakt, ze duza cze$¢ analizowanych preparatow roslinnych
wystepowata w formie herbatek badz suszu, oraz jest to najczgstsza forma stosowania ich
przez pacjentow, do badan zostaly wlaczone takze wodne ekstrakty tych surowcow. Na
podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze dla wigkszosci analizowanych surowcoéw
roslinnych (liscie morwy biatej i czarnej, liscie | owoce dzikiej rozy, liscie werbeny lekarskiej
i cytrynowej, korzen ashwagandhy) to woda okazata si¢ lepszym ekstrahentem. Napary

sporzadzone z tych surowcow charakteryzowaly si¢ wyzsza zawarto$cig zwigzkéw
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fenolowych oraz wyzsza aktywnoscig antyoksydacyjng niz ich wodno-metanolowe ekstrakty
czy nalewki. Jest to dobra informacja dla mitosnikoéw herbatek sporzadzonych z tych
surowcow, poniewaz przyjmujac takg forme ekstraktu, zapewniajg sobie dobre zrédto
antyoksydantow, korzystajac w ten sposob z ich dobroczynnego wpltywu na organizm.
Podsumowujac, przeprowadzone badania dowiodly, iz analizowane w pracach
surowce roslinne s3 bogatym zrodlem zwigzkow fenolowych o duzej aktywnosci
antyoksydacyjnej, oraz wykazuja witasciwosci przeciwbakteryjne i aktywnos¢ hamujacag w
stosunku do AChE i BChE. Mimo wszystko warto podkreslic, ze konieczne jest
przeprowadzenie kolejnych testow in vitro i in vivo, ktore pozwola na lepsze poznanie
analizowanych surowcdéw. Rosnacy popyt na roslinne medykamenty oraz coraz wigksza 1los¢
badan naukowych, ktére donosza o coraz to nowych medycznych zastosowaniach roslin

pokazuje, ze ta gataz nauki ma duzg przysztosc.
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