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SUMMARY

The aim of this work was to examine free phenolic acids and
flavonoid compounds in the leaves and fruit (seeds, seed hairs,
pericarps) of Asclepias tuberosa L. The chromatographic analysis
of the fractions of ethyl ether was used to establish the presence
of free phenolic acids. The compounds which were found are:
p-hydroxybenzoic acid, p-hydroxyphenyloacetic acid, cis/trans
p-coumaric acid, hydrocaffeic acid, vanillic acid, cis/trans fer-
ulic acid, isovanillic acid. For the isolation and identification
of flavonoids, buthanolic fraction from the methanolic and
methanolic-aqueous extract of the leaves and aqueous residues
received from the methanolic extract of the pericarps, as well
as from the methanolic-aqueous extract of the seed hairs were
used. The compounds were separated by using paper and column
chromatography methods. The structure of the flavonoid com-
pounds was determined on the basis of partial and total acidic
hydrolysis, the values of R, factor and cochromatography with
reference standards. In order to determine the position of the free
or substituted hydroxyl groups of flavonoids, the analysis of UV
spectra was performed. The following flavonoids were isolated
and their structure was described: quercetin 3-O-galactoside,
quercetin 3-O-glucoside, quercetin 3-O-arabinosyl-galactoside,
quercetin 3-O-rhamnosyl-glucoside, kaempferol 3-O-glucoside,
kaempferol 3-O-diglucoside, kaempferol 3-O-galactosyl-glucoside,
kaempferol 3-O-rhamnosyl-glucoside.
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Wstep

Trojes¢ bulwiasta (4Asclepias tuberosa L.) jest jednym
ze 100 gatunkéw nalezacych do rodzaju Asclepias L.
Sa to krzewy, rosliny jednoroczne oraz byliny, wystepu-
jace na obszarze Ameryki Pétnocnej oraz potudniowej
Afryki (1), a jeden gatunek (Asclepias curassavica L.)
ro$nie na terenie Chin (2). Cecha charakterystyczna
tych roslin, z wyjatkiem Asclepias tuberosa L., jest obec-
no$¢ w lisciach i todygach soku mlecznego (3).

Asclepias tuberosa L. jest bylina o bulwiastym
ktaczu, preferujaca piaszczysta glebe uboga w sole
mineralne oraz stoneczne lub czg$ciowo zacienione
stanowiska (4). Naturalnie wystepuje na terenie
Stanéw Zjednoczonych, giéwnie wzdluz wschod-
niej czesci Ameryki Pétnocnej (5, 6). Zasieg wy-
stepowania rozciaga si¢ od Ontario w Kanadzie i
Minnesoty, na wschod po Nowy Jork, na potudnie
po Floryde, a na zachdéd az po okolice Kolorado,
Teksasu i Arizony (7).

Skiad chemiczny

Pierwsze badania sktadu chemicznego korze-
nia trojesci bulwiastej przeprowadzono pod ko-
niec XIX wieku. W Asclepias tuberosa L., wedtug
danych literaturowych, obecne sa trzy grupy zwiaz-
kow naturalnych: kardenolidy, flawonoidy oraz
zwiazki steroidowe typu androstanu i pregnanu
(8,9).

W korzeniu trojesci bulwiastej wykazano obecno$é
dwoch typoéw kardenolidéw, rézniacych sie sposobem
przytaczenia czeSci cukrowej. Pierwszy typ to karde-
nolidy z czescig cukrowa w pozycji C-3p, reprezento-
wane przez uzarygenine, korotoksygening, koroglau-
cygenine i ich 3-O-glikozydy, gléwnie: glukofrugozyd
(3-O-glukozylo-(1—4)-6-deoksyallozyd koroglaucyge-
niny) oraz frugozyd (3-O-6-deoksyallozyd koroglau-
cygeniny) (ryc. 1). Ich charakterystyczng cecha jest
konfiguracja trans pierScieni A/B ukiadu kardenolidu
(8, 10).

Aglikon drugiego typu zwiazkéw kardenolido-
wych charakteryzuje si¢ obecnoScig grup hydrok-
sylowych w pozycjach C-2o. i C-3B, do ktdrych
przytaczona jest zmodyfikowana deoksyheksuloza.
Gtéwnym zwiazkiem jest AS-kalotropina oraz jej po-
chodne: octan, 3’-O-B-D-glukopiranozyd, (3’S)-3’--
-tiazolidynon oraz S-tlenek (3’R)-3’-tiazolidynonu
(ryc. 2) (8).

{ [ Postepy Fitoterapii 2/2011

79

p—




Michat Wysocki i wsp.

R = H (Koroglaucygenina)
R = 6-Deoksyalloza (frugozyd)
R = Glukozylo-(1—4)-6-deoksyalloza (glukofrugozyd)

Korotoksygenina

Ryc. 1. Struktura chemiczna wybranych kardenolidéw wystepujacych w trojedci bulwiaste;j.
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5,6 — Didehydrokalotropagenina
(aglikon A® - kalotropiny)

A° - Kalotropina

Ryc. 2. Struktura chemiczna wybranych kardenolidéw w trojeéci bulwiaste;j.

W liSciach trojesci bulwiastej wystepuja zwiaz-
ki flawonoidowe: 3-O-f-D-ksylopiranozylo-(1—2)-
-B-D-galaktopiranozyd kwercetyny, odpowiedzialny
prawdopodobnie za przywabianie motyli monarszych
(Danaus plexippus) (11), stad angielska nazwa rosliny
butterfly milkweed.

Zwiazki steroidowe typu androstanu reprezentowa-
ne sg przez askandrozyd (17-O-a-L-arabinopiranozylo-

-(1-6)-B-D-glukopiranozyd 17c-hydroksyandrosta-
4,6,15-trien-3-onu). Steroidy typu pregnanu, po-
chodne lineolonu, ikemageniny oraz pleurogeniny,
wystepuja w formie 3-O-glikozydéw, w ktorych od
3 do 7 czasteczek cukrow (cymarozy, oleandrozy,
digitoksozy, kanarozy, tewetozy i glukozy) pota-
czonych jest wigzaniami B-(1—4) (9). Struktura
chemiczna wybranych zwiazkow steroidowych wyste-
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pujacych w trojesci bulwiastej przedstawiona zostata
na rycinie 3.

Dziatanie i zastosowanie

Aktywnos¢ biologiczna

Badania aktywnoSci przeciwbakteryjnej i prze-
ciwgrzybiczej wyciagéw wodno-etanolowych z lisci,
kwiatéw, todyg i owocoéw Asclepias tuberosa L. prze-
prowadzono metoda krazkowo-dyfuzyjng wobec drob-
noustrojow: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa oraz Candida albicans. Strefa
zahamowania wzrostu Staphylococcus aureus przez
wyciag z kwiatéw wynosita 7 mm, podczas gdy proby
kontrolnej (chloramfenikol) 27 mm (12).

Wtasciwosci antyoksydacyjne metanolowych
ekstraktow z owocoéw Asclepias tuberosa L. bada-
no spektrofotometrycznie z wykorzystaniem DPPH
(2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl), a otrzymana warto$¢
wyrazona jako ekwiwalent Troloxu (umol Trolox/100 g)
wynosita 6,605 umol Trolox/100 g (13), co wskazuje
na nieznaczng aktywno$¢ antyoksydacyjna.

Wykazano réwniez whasciwosci kurczace macice i
dzialanie estrogenne trojeSci bulwiastej, stad stoso-
wanie wyciagéw przeciwwskazane jest w cigzy oraz
w okresie laktacji (14, 15).

Zastosowanie

Korzen trojesci bulwiastej wykorzystywany byl przez
Indian jako Srodek wykrztusny i utatwiajacy oddycha-
nie w zapaleniu optucnej i ptuc, a takze jako Srodek
napotny; ponadto w stanach zapalnych bton §luzo-
wych, biegunkach, czerwonce, bdélach reumatycznych
i bolach brzucha (16, 17). Jego wiasciwosci napotne,
wykrztusne i przeciwbdlowe wykorzystywano w tago-
dzeniu objawOw grypy podczas pandemii w Hiszpanii
w latach 1918-1919 (18).

Pranalewka przygotowana z czeSci podziemnych
trojeSci bulwiastej jest wykorzystywana w homeopatii
w zapaleniu optucnej z towarzyszacym suchym kasz-
lem, w nerwobdlach miedzyzebrowych oraz objawach
przypominajacych dusznice bolesna w przebiegu dole-
gliwosci reumatycznych (zesp6t Tietze’a) i biegunkach
(19). Dostepne sa rowniez wielosktadnikowe leki ho-
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Ryc. 3. Struktura chemiczna wybranych zwigzkow steroidowych wystepujacych w trojesci bulwiaste;j.
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meopatyczne, np. preparaty firmy Heel: BHI Chest®,
Rhododendroneel®, Ranunculus-Homaccord®.

Dziatania uboczne

Najczesciej obserwowanymi objawami ubocznymi
sa: zaburzenia dyspeptyczne (nudno$ci, wymioty,
biegunka), duszno$¢, trudnosdci w utrzymaniu réw-
nowagi i chodzeniu (ostabienie), wzrost temperatury
ciata, bradykardia, rozszerzenie Zrenic, hipokalemia
(skurcze miegsni gladkich), a nawet Spiaczka (20, 21).
Obserwowano tez zatrucia spowodowane spozyciem
rosliny w ilosci okoto 2% masy ciata przez owce, kozy,
konie oraz bydlo (22).

Materialy i metody

Materiatem do badan byly wysuszone liScie oraz
owoce Asclepias tuberosa L., ktére rozdzielono na
owocnie, wloski nasienne oraz nasiona. Ekstrakcje
prowadzono na fazni ultradZwigkowej w temperaturze
wrzenia metanolu i mieszaniny metanol-woda (1:1).
Otrzymane wyciagi z liSci oraz z poszczeg6lnych cze-
$ci owocOw po odparowaniu do suchej masy, zalano
goraca wodg i pozostawiono na 24 godziny w celu
wytracenia substancji balastowych. Nastepnie przepro-
wadzono frakcjonowanie wyciagdw rozpuszczalnikami
organicznymi, otrzymujac frakcje chloroformowe, ete-
ru etylowego i pozostatoSci wodne. Wyciagi uzyskane
z lisci wytrzasano dodatkowo butanolem. Do analizy
wolnych kwasow fenolowych przeznaczono frakcje
eteru etylowego. Natomiast do izolacji zwiazkow
flawonoidowych wykorzystano pozostatoSci wodne,
uzyskane z ekstraktéw metanolowych z owocni i eks-
traktow metanolowo-wodnych z wtoskéw nasiennych
oraz potaczone frakcje butanolowe otrzymane z eks-
traktu metanolowego i metanolowo-wodnego z liSci.

Identyfikacje kwaséw fenolowych we frakcji eteru
etylowego przeprowadzono za pomoca dwukierun-
kowej chromatografii cienkowarstwowej na plytce
aluminiowej pokrytej celuloza (DC-Alufolien Cel-
lulose 60 firmy Merck). Chromatogramy po rozwi-
nieciu i wysuszeniu analizowano w Swietle lampy
UV, ., poréwnujgc uzyskane obrazy z rownolegle
wykonanym chromatogramem z wzorcowymi kwasami
fenolowymi.

Do izolacji zwigzkéw flawonoidowych z owocow
wykorzystano bibutowa chromatografie preparatywna
(Whatman nr 3). Rozwinigte i wysuszone chromato-
gramy analizowano w Swietle lampy UV, . . Flu-
oryzujace brunatno pasma zaznaczono, wycinano, po
czym eluowano kazdorazowo dwukrotnie metanolem
oraz mieszaning metanol-woda (1:1) na wrzacej tazni
wodnej pod chtodnicg zwrotna. Uzyskane eluaty prze-
saczono i zageszczono, otrzymujac jednorodne chro-

matograficznie zwiazki. W przypadku liSci pierwszym
etapem izolacji byto zastosowanie chromatografii
kolumnowej (celuloza Whatman CF-11). Substancje
eluowano uktadem rozpuszczalnikéw: octan etylu-
metanol-woda (100:6:20). Nastgpnie odpowiednio
potaczone frakcje poddano rozdzialowi przy uzyciu
bibutowej chromatografii preparatywnej, uzyskujac w
ten sposob zwiazki jednorodne chromatograficznie.

W celu identyfikacji wyizolowanych flawonoidéw
poddano je hydrolizie kwasowej czesciowej oraz cal-
kowitej. Produkty hydrolizy analizowano chroma-
tograficznie, identyfikujac aglikony i cukry, a takze
powstajace w wyniku hydrolizy czeSciowej zwiazki
wtorne. Celem ustalenia potozenia wolnych, badz
podstawionych grup hydroksylowych, przeprowadzo-
no analiz¢ spektralng w nadfiolecie (Spectrometer
UV-VIS Lambda 35 firmy Perkin Elmer Instruments).
Wykonano widma UV dla roztworéw metanolowych,
a nastepnie po dodaniu odczynnikéw jonizujacych
i kompleksotworczych: CH,COONa, CH,COONa/
/H,BO,, CH,ONa. Analiz¢ uzyskanych widm przepro-
wadzono wedlug Mabry’ego i wsp. (23). Dodatkowo
wyizolowane flawonoidy poréwnano chromatograficz-
nie z flawonoidami wyizolowanymi z innych gatunkéw
z rodzaju Asclepias L. (24-28).

Dyskusja

Wyniki badan wskazuja na obecno$¢ zwiazkéw fla-
wonoidowych w liSciach oraz owocniach i wloskach na-
siennych pochodzacych z owocoéw Asclepias tuberosa L.
W nasionach nie stwierdzono obecnosci flawonoidéw.

W uzyskanych widmach UV okre§lono potozenie
I i IT maksimum oraz ich przesuniecia po dodaniu
odczynnikéw jonizujacych i kompleksotworczych w
stosunku do widma w metanolu. Analiza widm UV
wykazata, ze wszystkie flawonoidy sg flawonolami, z
zablokowanymi grupami hydroksylowymi w pozycji
C-3 (warto$¢ I maksimum w metanolu w granicach
328-357 nm), wolnymi grupami hydroksylowymi w
pozycjach C-4’ (przesunigcie I maksimum w grani-
cach 40-65 nm pod wplywem metylanu sodu) i C-7
(przesunigcie II maksimum w granicach 5-20 nm
pod wplywem octanu sodu). Przesuniecie natomiast
I maksimum w widmie z octanem sodu i kwasem bo-
rowym w granicach 12-36 nm, Swiadczy o obecnosci w
zwiazkach 1, 2, 3, 4 ugrupowania ortodihydroksylowego
w pierScieniu B (wolne grupy hydroksylowe w pozycji C-3’
1 C-4), charakterystycznego dla pochodnych kwercetyny,
przy braku tego ugrupowania (pochodne kemferolu) w
zwiazkach 5, 6, 7, 8 (brak przesuniecia ww. zakresie).

Uzyskane w wyniku kwasowej hydrolizy catkowitej
aglikony i cukry poréwnano chromatograficznie z
substancjami wzorcowymi, potwierdzajac, ze agliko-
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nem zwiazkow 1, 2, 3, 4 jest kwercetyna, a aglikonem
zwiazkow 5, 6, 7, 8 jest kemferol. Obecnos¢ galaktozy
stwierdzono w zwiazku 1, glukozy w zwiazkach 2, 5, 6,
arabinozy i galaktozy w zwigzku 3, ramnozy i glukozy
w zwigzkach 4, 8, a galaktozy i glukozy w zwiazku 7.
Brak zwiazkéw wtérnych w zwiazkach 1, 2, 5 swiadczyt,
Ze sa to monozydy. Pozostate zwigzki hydrolizowaty
do glikozydéw wtornych, ktére poréwnano chroma-
tograficznie z odpowiednimi wzorcami, stwierdzajac,
ze sa to: 3-O-galaktozyd (w zwiazku 3) i 3-O-glukozyd
kwercetyny (w zwiazku 4) oraz 3-O-glukozyd kemfe-
rolu (w zwiazkach 6, 7, 8).

Wyizolowane i zidentyfikowane flawonoidy z liSci
oraz poszczegdlnych czesci owocoéw Asclepias tubero-
sa L. zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Zwiazki flawonoidowe w liSciach i owocach tro-
jesci bulwiaste;.

Owoce

Wioski
nasienne

Flawonoidy
(w nawiasach podano
numery zwigzkow)

Liscie .
Owocnia

3-O-galaktozyd kwercetyny (1) - + -
3-O-glukozyd kwercetyny (2) + - -

3-O-arabinozylogalaktozyd
kwercetyny (3)

3-O-ramnozyloglukozyd
kwercetyny (rutynozyd + + N
kwercetyny) (4)

3-O-glukozyd kemferolu (5) + + +

3-O-diglukozyd kemferolu
(6)

3-O-galaktozyloglukozyd
kemferolu (7)

3-O-ramnozyloglukozyd
kemferolu (rutynozyd
kemferolu) (8)

Tabela 2. Kwasy fenolowe wystepujace w trojesci bulwiaste;j.

Wyniki analizy wolnych kwaséw fenolowych przed-
stawiono w tabeli 2.

Wnhioski

1. W liSciach, owocniach i wtoskach nasiennych Asc-
lepias tuberosa L. stwierdzono obecno$¢ zwiazkéw
flawonoidowych z grupy flawonoli, pochodnych
kwercetyny (zwiazki 1, 2, 3, 4) i kemferolu (zwiazki
5,6,7,8).

2. We wtoskach nasiennych wystepuja wylacznie
pochodne kemferolu.

3. Zwiazkiem flawonoidowym wystepujacym zaréw-
no w liSciach, owocniach, jak i wtoskach nasien-
nych jest 3-O-glukozyd kemferolu.

4. Kwasami fenolowymi wystepujacymi we wszyst-
kich analizowanych czeSciach owocu, a takze w
liSciach sa: kwas p-hydroksybenzoesowy i kwas
p-hydroksyfenylooctowy.
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