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SUMMARY

Arbutin — glycosylated hydroquinone, is a natural compound
occurring in several species of Ericaceae, Lamiaceae,
Saxifragaceae, Rosaceae, Caprifoliaceae. The compound
has also been found in the aerial parts of several species of
the Serratula (Asteraceae) genus, including S. quinquefolia
M.B., a plant grown in the Medicinal and Cosmetic Herbs
Garden of Department of Medicinal and Cosmetic Natural
Products, Poznan University of Medical Sciences, Poland.
The species occurs naturally in wooded areas at the height
of 300-1000 m. above sea level, mainly in the region of the
Caucasus. It is also common in the meadows of Armenia,
Azerbaijan, Greece, Iran and south-west Russia. Our re-
search proves that the aerial parts of Serratula quinquefolia
contain constant high concentration of B-arbutin. A mea-
sured by HPLC, it is 6.86% according to The European
Pharmacopoeia. Such parameters substantiate considering
the raw material in question valuable for medicine and
cosmetology on account of the well-known antibacterial
and whitening properties of arbutin. In the water and
methanolic extracts from S. quinquefolia no hydroquinone
nor its derivatives (excluding arbutin) have been traced.
Our methods of isolation have also shown no occurrence
of ecdysones in the aforementioned raw materials.
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Charakterystyka botaniczna Serratula quinquefolia

Serratula quinquefolia M.B. (sierpik pieciolistny)
zaliczany jest do plemienia Cardueae, podplemienia
Centaureinae (Asteraceae). Jest roSling wieloletnia,
silnie rozgateziona, dorastajaca do 2 metréw wyso-
kosci, o nieparzystopierzastych liSciach, ztozonych
z 3 do 5 listkéw o ksztalcie jajowato-podtuznym lub
podtuznie-lancetowatym (ryc. 1).

Dolne liscie sierpika pieciolistnego sa ogonkowe,
o jajowatych Iub podhuznych, pitkowanych, spiczastych

i szerokich blaszkach, wydtuzonych ku nasadzie. Ro-
Slina ta ma liczne koszyczki kwiatowe o szerokosci od
1 do 1,5 cm, potozone na ulistnionych pedach kwiato-
wych. Luski okrywy koszyczka SciSle i dachéwkowato
przylegaja do siebie, sa ostro zakonczone, na brzegu
wywiniete i orzgsione (ryc. 2).

Wsrdd nazw synonimowych tego gatunku pojawia
sie nazwa Klasea quinquefolia (M. Bieb.) Cass., suge-
rujaca zaliczenie go do innego rodzaju, pokrewnego
Serratula Tub do sekcji Klasea w rodzaju Serratula (1).
Przeprowadzone analizy fitochemiczne sierpikéw
wykazaly, ze wsrdd nich wystepuja ekdysony i/lub ar-
butyna. Wydaje sie, Ze arbutyna moze by¢ markerem
chemotaksonomicznym, ktérej obecnos¢ w czesciach
nadziemnych roslin moze uzasadnia¢ wlaczenie ich
do osobnego rodzaju Klasea (2).

S. quinquefolia wystgpuje w takich krajach jak Ar-
menia, Azerbejdzan, Grecja, Iran, Turcja oraz potu-
dniowo-zachodnia Rosja. W naszych warunkach klima-
tycznych ros$nie dobrze, nie jest rosling wymagajaca, po
4 sezonach wegetacyjnych osiaga 1,5 m wysokoSci.

Ryec. 1. Liscie dolne Serratula quinquefolia (zdj. wykonane
w Ogrodzie Kat. i Zakt. Nat. Sur. Leczn. i Kosmetycznych
UMP).
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Ryc. 2. Kwiatostan Serratula quinquefolia (zdj. wykonane
w Ogrodzie Kat. i Zakt. Nat. Sur. Leczn. i Kosmetycznych
UMP).

Wiasciwosci farmakologiczne arbutyny

Arbutyna jest uznanym sktadnikiem kosmetycznym,
przeznaczonym do rozja$niania przebarwien skory
wywotanych zmianami zapalnymi oraz wzmozona
aktywnoscig melanocytéw. Wykazano, ze arbutyna jest
zwiazkiem bezpiecznym i efektywnym w eliminowaniu
zmian barwnikowych, takich jak piegi (ephelides),
ostuda (chloasma), czy plamy soczewicowate (lenti-
gines) (3-6), gtéwnie przez hamowanie aktywnosci
tyrozynazy, a co za tym idzie poprzez zmniejszenie
biosyntezy melaniny w melanocytach (3, 7).

Tyrozynaza jest kluczowym enzymem procesu
biosyntezy melaniny. Odpowiada ona za katalize
dwoch pierwszych reakcji syntezy: hydroksylacje ty-
rozyny do 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-alaniny (DOPA)
i oksydacje DOPA do dopachinonu, czyli hydrok-
sylacje monofenolu i przeksztatcenie o-difenolu do
o-chinonu (8-11). Enzym ten posiada dwa miejsca
aktywne: jedno dla wiazania L-tyrozyny, drugie dla
wigzania L-DOPA (3, 12). Tyrozynaza zlozona jest
z trzech domen biatkowych. W domenie Srodkowej
znajduje si¢ sze$¢ reszt histydyny, odpowiedzialnych
za wigzanie jondéw miedzi. Kazdy jon miedzi tworzy
w miejscu aktywnym enzymu kompleksy z trzema

resztami histydyny, ktére sa niezbedne do prawidlo-
wego przebiegu reakcji enzymatycznej (13, 14).

Wsrdd roSlinnych surowedw leczniczych, zawiera-
jacych w swym sktadzie glikozyd fenolowy — arbutyne,
wymieni¢ mozna liS¢ macznicy lekarskiej (Uvae ursi
folium) 11i$¢ boréwki brusznicy (Vitis idaeae folium).
Oba surowce znalazly szerokie zastosowanie w lecze-
niu zakazen drég moczowych, przewlektego zapalenia
pecherza moczowego oraz kamicy nerkowej (15, 16).
Lis¢ macznicy lekarskiej jest wymieniany jako $ro-
dek odkazajacy drogi moczowe w farmakopeach
narodowych wielu krajow Swiata (15). Sktadnikami
czynnymi liSci macznicy lekarskiej sa glikozydy fe-
nolowe: arbutyna, metyloarbutyna, galoiloarbutyna
oraz hydrochinon i metylohydrochinon. Wedtug
FP VI surowiec powinien zawiera¢ nie mniej niz
8% pochodnych hydrochinonu, w przeliczeniu na
arbutyne (17).

W licznych badaniach in vitro potwierdzono wia-
Sciwosci przeciwbakteryjne liSci macznicy lekarskiej.
Surowiec okazal sie skuteczny w zwalczaniu zaka-
Zenia spowodowanego Proteus vulgaris, Escherichia
coli, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Bacillus
subtilis, Helicobacter pylori, Klebsiella, Shigella sonnei
i8. flexneri (15, 18, 19).

Przeciwbakteryjne whasciwosci liSci macznicy lekar-
skiej s zwiazane z aktywnoScia produktéw hydroli-
zy arbutyny — hydrochinonu. Po spozyciu surowca
arbutyna jest hydrolizowana przez B-glukozydaze
do aglikonu, ktéry tworzy z kwasem glukuronowym
lub kwasem siarkowym estrowe pochodne, ulegajace
ponownemu rozkladowi w §rodowisku zasadowym
moczu (pH = 8). Powstate w tym $rodowisku zwigzki
wykazuja silne dziatanie przeciwbakteryjne. Maksy-
malne ich dziatanie obserwowane jest po uptywie 3-4
godzin od momentu podania surowca. Istotnym wa-
runkiem jego skutecznego dziatania jest zapewnienie
stabo zasadowego odczynu moczu poprzez podawanie
wodoroweglanu sodu oraz stosowanie odpowiedniej
diety roSlinnej (15, 20).

Material i metody

Izolacja i identyfikacja dominujqcego zwiqzku z lisci
Serratula quinquefolia

310 g wysuszonych i rozdrobnionych lisci sierpika
picciolistnego (zebrane w lipcu 2010 r.), uprawianego
w Ogrodzie Katedry i Zaktadu Naturalnych Surow-
cow Leczniczych i Kosmetycznych UM w Poznaniu
ekstrahowano 3-krotnie metanolem. Zageszczony do
odpowiedniej objetosci wyciag alkoholowy stanowit
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materiat do dalszych analiz izolacyjnych. Jego rozdzia-
tu dokonano metoda chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym (Kiesselgel 60 Nr 7733 Merck)
przy uzyciu chlorku metylenu i metanolu jako fazy
wymywajacej, zaczynajac od proporcji odpowied-
nio 20:1, a nastepnie zwigkszajac polarnos¢ uktadu,
przez stopniowe dodawanie metanolu. Uzyskane
frakcje, charakteryzujace si¢ brazowym zabarwie-
niem na kontrolnych chromatogramach, spryskanych
odczynnikiem anyZzowym i wyrdzniajace si¢ duzg sita
krystalizacji, oddzielono od rozpuszczalnika i przemy-
wano chlorkiem metylenu. Kilka sasiednich frakcji na
kontrolnych chromatogramach wykazywato obecno$¢
tego samego zwiazku, ale ilo§¢ zanieczyszczen nie
pozwalala na jego krystalizacje. Oczyszczono go za-
tem metoda rechromatografii (Kiesselgel 60, Nr 7729
Merck) w sposdb wyzej opisany.

Wyniki

Chromatograficznie jednorodne krysztaly (skontro-
lowane metoda TLC) potaczono i zwazono. Razem
uzyskano 14,69 g biatych krysztatéw w ksztalcie dtugich
igiet (ryc. 3), o temperaturze topnienia 199,5°C.

Identyfikacja wyizolowanych krysztatow

Otrzymany zwiazek identyfikowano metoda ko-
chromatografii i metodami spektralnymi — 'H NMR
i BC NMR (tab. 112).

Na widmie 'H NMR s3g widoczne sygnaly Swiad-
czace o obecnosci pierScienia benzenowego w bada-
nym zwiazku (6,98 i 6,84 ppm) i sygnaly pomiedzy
2 i 5 ppm, charakterystyczne dla czasteczki gluko-
zy (ugrupowania CH-OH), a takze sygnal proto-
nu — dublet przy 4,72 ppm, przy statej sprzezenia
J = 7,7 Hz, ktéry wskazywal na potozenie o protonu

Tabela 1. Sygnaly widma magnetycznego rezonansu
weglowego izolowanego zwiazku.

Izolowany zwigzek
(CD30D, 600 MHz)
13C S [ppm]
C-1 153,7
C-4 152,3
C-2,C-6 119,3
C-3,C-5 116,6
C-1’ 103,6
C-3 78,07
C-5 78,02
C-2 75,0
c-4’ 71,5
C-6’ 62,0
Rye. 3. Krysztaiy wyizolowanego zwiazku (zidentyfikowanego Objasnienia: § — przesuniecia chemiczne
nastgpnie jako B-arbutyna).
Tabela 2. Sygnaly widma protonowego magnetycznego rezonansu jadrowego otrzymanego zwiazku.
Izolowany zwigzek
(CD30D, 600 MHz)
1H S [ppm/Hz] J [Hz]
H-2,H-
Hea, H65 2’223 23,065 = 9,1
» - ’ 2 =9,
H-1’ 4,72 d I3, ‘J\1J5f _ 3’7
H- y 3 - y
ba 3,86 dd J6'a, 6b = 12,4
J6'a,5’ = 5,6
H-6'b 3,71 dd , :
J6'b, 6'a = 12,4
H-2-H-5’ 3,53-3,25 m 605" = 5,6
Objasnienia: & — przesuniecie chemiczne; J — stata sprzezenia; d — dublet, dd — dublet dubletéw; m — multiplet

([ Postepy Fitoterapii 1/2013




Monika Morag, Gerard Nowak, Anna Michalak

przy weglu C1’. Na widmie protonowym widoczne
byly takze charakterystyczne sygnaty (dd 3,86 ppm
idd 3,71 ppm), $wiadczace o obecno$ci ugrupowania
CH,OH w glukozie. Na podstawie ko-chromato-
grafii, temperatury topnienia i widma protonowe-
go otrzymanego zwiazku stwierdzono, ze jest nim
B-arbutyna (ryc. 4). Sugestie te potwierdzity widma
weglowe i weglowo-protonowe COSY. Wykonano
rowniez analizy krystalograficzne (21), aby osta-
tecznie i jednoznacznie udowodni¢, ze otrzymany
zwigzek jest czystym B-epimerem, a nie mieszaning
o- i B-arbutyny (2).

OH

Analiza ilosciowa arbutyny w lisciach i zielu sierpika
Ppieciolistnego

Oznaczenie zawartosci arbutyny w wyciggu wodnym
z lidci sierpika pieciolistnego wykonano metoda HPLC
w laboratorium fitochemicznym firmy Phytopharm
Kleka S.A., wedlug monografii dla lisSci macznicy
lekarskiej (Uvae ursi folium), opisanej w Farmakopei
Europejskiej 6.1 (04/2008:1054). Widmo B-arbutyny
rejestrowano przy uzyciu aparatu LaChrom Elite
firmy VWR-Hitachi. Otrzymany w wyniku rozdziatu
pik chromatograficzny zidentyfikowano jako widmo
B-arbutyny (ryc. 5).

Na chromatogramie wodnego wyciagu z lisci sierpi-
ka pieciolistnego nie stwierdzono obecnosci hydrochi-
nonu. Analiza HPLC wykazala, ze Srednia zawarto$¢
B-arbutyny w liSciach sierpika pigciolistnego wynosi
6,86% (wedlug pierwszego oznaczenia 6,81% i dru-
giego 6,91%).

Oprocz analizy HPLC lisci wykonano takze po-
miar zawartosci B-arbutyny w zielu sierpika pig-
ciolistnego, zebranego i wysuszonego w lipcu 2010
roku. Przy zastosowaniu identycznych warunkéw
pomiaru, jakich uzyto przy oznaczeniach przedsta-
wionych wyzej, wykazano, ze w zielu znajduje sie
6,71% B-arbutyny.

e i Dyskusja
Ha™ | “Hb Arbutyna - glukopiranozyd hydrochinonu,
OH jest naturalnym zwiazkiem wystepujacym w nie-
ktorych gatunkach rodzin Ericaceae, Lamiaceae,
Ryc. 4. Struktura B-arbutyny. Saxifragaceae, Rosaceae i Caprifoliaceae. Zwiazek ten
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Ryc. 5. Widmo HPLC wyciagu z sierpika pigciolistnego.
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znajdowano takze w czeSciach nadziemnych nie-
ktérych gatunkéw rodzaju Serratula (Asteraceae),
wlaczajac S. quinquefolia, ro§line rosngca w Ogrodzie
Roslin Leczniczych, Katedry i Zakladu Naturalnych
Surowcéw Leczniczych i Kosmetycznych Uniwersyte-
tu Medycznego w Poznaniu. Gatunek ten w naturze
spotykany jest na terenach leSnych na wysokoSci
300-1000 m n.p.m., gtdwnie w rejonie Kaukazu.
Wystepuje takze powszechnie na takach Armenii,
Azerbejdzanu, Grecji, Iranu, Turcji oraz potudnio-
wo-zachodniej Rosji. Badania nasze wykazaly, ze cze-
$ci nadziemne Serratula quinquefolia zawieraja stale
wysokie stezenie B-arbutyny. Zawarto$¢ tego zwigzku
okreslona metodg HPLC, wedtug Farmakopei Eu-
ropejskiej, wynosi 6,86%. Takie parametry uzasad-
niaja uznanie omawianego surowca za wartoSciowy
pod wzgledem medycznym i kosmetologicznym, ze
wzgledu na znane — przeciwbakteryjne i wybielajace
wlasciwosci arbutyny.

Whioski

1. Uzyskane wyniki sugeruja, ze w cze$ciach nadziem-
nych sierpika pigciolistnego jest stata zawartos¢
arbutyny, co pozwala na uznanie go za surowiec
arbutynowy.

2. Stosowane przez nas metody izolacyjne nie wy-
kazaly obecnosci ekdysonéw w badanym surowcu
ro§linnym.

3. Brak hydrochinonu, a takze wysokie stezenie ar-
butyny w liciach S. quinquefolia, wskazuje na
mozliwos¢ skutecznego i bezpiecznego stosowania
ekstraktow z tego surowca w preparatach farma-
ceutycznych i kosmetycznych.
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