©Borgis

*Aleksandra Wawro, Dominika Pieprzyk-Kokocha, Agnieszka Gryszczynska,
Zdzistaw f.owicki, Przemystaw t.. Mikolajczak, Katarzyna Grajek

Porownanie skladu polifenoli zawartych w wyciggach
hydroalkoholowych liSci r6znych odmian morwy biale;j

(Morus alba L.)**

Instytut Widkien Naturalnych i RoSlin Zielarskich w Poznaniu
Dyrektor Instytutu: prof. dr hab. Grzegorz Spychalski

COMPARISON OF THE COMPOSITION OF THE
POLYPHENOL CONTENT IN THE HYDROALCOHOLIC
EXTRACTS LEAVES OF DIFFERENT VARIETIES OF
WHITE MULBERRY (MORUS ALBA L.)

SUMMARY

The aim of the study was to analyze hydroalcoholic extracts (70%
ethanol) obtained from the dried leaves of four varieties of white
mulberry (Morus alba L.), in terms of the content of polyphe-
nolic compounds. After the extraction the polyphenol content in
the obtained extracts was measured by high performance liquid
chromatography (HPLC). This allowed the determination of the
following flavonoids: rutin, isovitexin, luteolin, apigenin, hypero-
side, vitexin and phenolic acids: rosmarinic and chlorogenic acid.
Based on the results, the highest content of chlorogenic acid was
observed and for the rutin in the extracts from the dried leaves
of the variety Kokuso white mulberry. The study showed that the
white mulberry leaves are a good source of natural biologically
active substances which are polyphenols.
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Wstep

Morwa biata (Morus alba L.) to roSlina pochodza-
ca z Azji potudniowo-wschodniej, przede wszystkim
z pélnocnych Chin. Jest to roslina wystepujaca w
postaci drzew i krzewow, o wysokosci do 15 m,
wieloletnia szeroko, rozpowszechniona na Swiecie,
a wiec tatwo przystosowujaca si¢ do réznorodnych
warunkow klimatycznych. Morwa hodowana jest
w Europie od XI wieku jako ro$lina dostarczajaca
jadalnych owocow i przydatnych liSci. W Europie
wyrdznia sie dwa gatunki morwy, jedna z nich jest
morwa biala (Morus alba L.). Szereg wtaSciwosci
leczniczych czesci morfologicznych morwy biatej
znano juz od wiekéw. W tradycyjnej medycynie

chinskiej wykorzystywano liScie morwy biatej, m.in.
w obnizaniu wysokiego ci$nienia krwi i wysokiego
poziomu cholesterolu. Podobne wtasciwosci wy-
kazywatly takze ekstrakty z kory korzenia morwy,
ktore wykorzystywane byly przeciwzapalnie, jako
Srodki chroniace watrobe i nerki, a takze jako Srodki
przeciwbdlowe (1, 2, 3).

Coraz wieksze zagrozenie chorobami cywilizacyj-
nymi, takimi jak miazdzyca, cukrzyca, otylos¢, czy
choroby nowotworowe, spowodowato, ze zaczeto
szczegblowo badac wtasciwoSci morwy biatej pod
katem wykorzystania wszystkich jej czeSci morfolo-
gicznych w celach profilaktycznych lub leczniczych.
Obecnie pojawia si¢ wiele doniesien naukowych
na temat tego, ze morwa biata jest bardzo dobrym
zrodtem zwiazkéw fenolowych, m.in. flawonoidéw
i kwasow fenolowych. Zwiazki te stanowia grupe¢
wartoSciowych substancji o charakterze bioaktyw-
nym, ktore naleza do najwiekszej grupy naturalnych
antyoksydantéw. Uwaza sig, ze dzigki temu moga
odgrywac znaczaca role w ochronie ludzkiego orga-
nizmu, przed chorobami nowotworowymi i zmianami
miazdzycowymi (4, 5).

Dawniej lisScie morwy biatej stuzyly gléwnie jako
pokarm dla jedwabnikow, jednakze dokladniejsze
poznawanie bogatych wtasciwoSci prozdrowotnych,
pozwolito wykorzystac je rowniez do celéw zywienio-
wych. Obecnie na rynku spozywczo-farmaceutycznym
znane s3 juz produkty zawierajace w swoim skladzie
liScie morwy. Istnieja przestanki, aby sadzi¢, ze ak-
tywnoS$¢ liSci morwy moze by¢ silnie zwigzana ze
zmianami iloSciowymi polifenoli, stad poznanie tej
grupy zwiazkéw wydaje si¢ wazne, zwlaszcza w celu
doktadniejszego wystandaryzowania stosowanych
odmian.

**Praca powstata w ramach projektu ,Nowa zywno$¢ bioaktywna o zaprogramowanych wtasciwosciach prozdrowotnych”
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Poréwnanie sktadu polifenoli zawartych w wyciagach hydroalkoholowych lisci r6znych odmian morwy biatej (Morus alba L.)

Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie sktadu poli-
fenoli zawartych w ekstraktach wodno-alkoholowych
otrzymanych z lisci réznych odmian morwy biate;j.

Materiat i metody

Materiat do badaf stanowily wysuszone liScie mor-
wy biatej nastepujacych odmian: Wielkolistna Z6t-
wifiska, China 32, Kokuso oraz Ichinoje. Zebrano je
w 20101 2011 roku na terenie Zaktadu Doswiadczal-
nego Instytutu Widkien Naturalnych i Ro§lin Zielar-
skich w Petkowie. Otrzymany surowiec rozdrabniano
w miynku laboratoryjnym (uniwersalny mlyn tnacy
Pulverisette 19, sita 0,25 mm) i poddano jednokrot-
nej ekstrakcji 70% alkoholem etylowym. Zawiesine
saczono na lejkach piankowych G-0, a nastepnie
przesacz zamrazano (temp. —50°C) i liofilizowano
(ci$nienie < 0,5 hPa). W tak otrzymanych wyciagach
oznaczano wybrane polifenole przy pomocy wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Analize
fitochemiczna prowadzono za pomoca zwalidowa-
nych metod wlasnych IWNiRZ. Zastosowano naste-
pujace warunki chromatograficzne: detektor DAD,
kolumna Nucleosis C18 150,0 x 4,0 mm x 3,0 um,
sktad faz ruchomych: A — tetrahydrofuran: diwodo-
rofosforan sodu, pH = 3,0, 5:95 (v:v); faza ruchoma
B - tetrahydrofuran: diwodorofosforan sodu, pH =
3,0, 40:60 (v:v), szybko$¢ przeptywu: 1,0 ml/min;
objetos¢ nastrzyku: 20 ul; temp. kolumny: 30°C;
detekcje dla izowiteksyny, witeksyny, luteoliny pro-
wadzono dla dtugosci fali A = 350 nm; dla hipero-
zydu i apigeniny przy dtugosci fali A = 210 nm, dla
rutyny — A = 360 nm, dla kwercetyny — A = 370 nm.
Podczas oznaczania kwasu rozmarynowego i kwasu
chlorogenowego zmieniono sktad fazy ruchomej
nastepujaco: faza ruchoma A — kwas fosforowy:
woda 1:999 (v/v); faza ruchoma B — acetonitryl oraz
szybkos¢ przeptywu 0,8 ml/min, objeto$¢ nastrzyku
10 ul; a temp. kolumny wynosita 40°C. Detekcje dla
kwasu rozmarynowego prowadzono przy dtugosci
fali A = 205 nm, a dla kwasu chlorogenowego przy
diugosci fali A = 330 nm.

Wyniki wyrazano w postaci zawarto$ci procento-
wej poszczegOlnych zwiazkow w wyciagach i przed-
stawiono jako $rednie arytmetyczne (z co najmniej
trzech oznaczen) £ SD. Analize ogdlnej zmiennosci
w dwoch latach zbioréw prowadzono w oparciu o
analize wariancji z powtorzeniami (ANOVA II).
Do okreslenia réznic zawarto$ci pomiedzy poszcze-
gb6lnymi odmianami zastosowano test Fishera LSD
(post-hoc test). ZnamiennoS$¢ statystyczng przyjeto
dla p < 0,05.

Wyniki

Na rycinach 1-9 przedstawiono analizg zawartoSci
substancji biologicznie czynnych metoda wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej dla liSci r6znych
odmian morwy biatej. Podczas badan zidentyfiko-
wano wybrane flawonoidy (kwercetyna, rutyna, wi-
teksyna, izowiteksyna, luteolina, apigenina, hipero-
zyd) i kwasy fenolowe (kwas chlorogenowy, kwas
rozmarynowy).

W przypadku kwercetyny (ryc. 1) nie zaobserwowa-
no zmienno$ci miedzy otrzymanymi §rednimi (ANO-
VA I (efekt gtéwny) F(3,8) = 0,672; p = 0,592), za-
uwazono jednak wystepowanie réznic dla poszczegdl-
nych lat zbioru (efekt czasu F(1,8) = 5,66, p = 0,04),
przy braku jednoczesnej interakcji dla efektu gtéwne-
go i czasu (F(3,8) = 0,856, p = 0,50). Na podstawie
dalszej szczegotowej analizy stwierdzono, ze zawarto$¢
kwercetyny w odmianie Zétwinskiej byta znamiennie
wyzsza w 2011 roku w poréwnaniu do zbioru w 2010
roku (p < 0,05).

Z kolei analiza zawartoSci rutyny (ryc. 2) wykaza-
fa, ze w tym przypadku istniala znamienna zmien-
nos$¢ miedzy Srednimi zawartoSciami tego flawonoidu
(ANOVAII (efekt gtowny) F(3,8) = 4,84, p = 0,033),
jednak nie wystapit istotny statystycznie ogdlny wptyw
czasu (F(1,8)=1,41, p=0,269), jak i interakcji efektu
gtéwnego i czasu zbioru (F(3,8) = 2,98, p = 0,096).
Niemniej jednak, poréwnujac roznice iloSci rutyny
stwierdzono, ze zawartos$¢ tego zwiazku dla odmiany
China 32 i Zotwiniskiej w 2011 roku byta znamiennie
wyzsza w poroéwnaniu do 2010 roku (p < 0,05).

W odniesieniu do witeksyny (ryc. 3) nie wystapita
zmienno$¢ miedzy otrzymanymi Srednimi (ANOVA
II (efekt gtéwny) F(3,8) = 2,11, p = 0,177), jak i w
przypadku czasu (F(1,8) = 0,170, p = 0,691), chociaz
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Ryec. 1. Zawarto$¢ kwercetyny w wyciagach otrzymanych z lisci
badanych odmian morwy biatej.
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Ryc. 2. Zawarto$¢ rutyny w wyciagach otrzymanych z lisci
badanych odmian morwy biale;.
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Ryec. 3. Zawartos$¢ witeksyny w wyciagach otrzymanych z lisci
badanych odmian morwy biale;.

analiza wplywu obu czynnikéw okazatla sie by¢ istotna
statystycznie (F(3,8) = 4,41, p = 0,041). Oceniajac re-
zultaty szczeg6towej analizy r6znic pomiedzy otrzyma-
nymi wartoSciami Srednimi stwierdzono, ze witeksyna
wystepowata w najwiekszej ilosci w odmianie Kokuso
w 2010 roku, zwtaszcza w poréwnaniu do China 32,
(p < 0,05), a z kolei dla odmiany China 32 w roku
2011 zawartoS¢ tego zwiazku byta wyzsza niz w roku
poprzednim (p < 0,05).

Oceniajac zmiany zawartosci izowiteksyny (ryc. 4)
zauwazono, ze pomiegdzy analizowanymi odmianami
nie wystepowaly istotne réznice (ANOVA 1I (efekt
gtowny): F(3,8) = 3,23, p = 0,08, wplyw czasu:
(F(1,8) = 3,27, p = 0,108), interakcja: F(3,8) = 1,29,
p = 0,341). Jednakze ze wzgledu na fakt, ze dla
odmiany China 32 w 2010 roku zmierzono najnizsza
zawarto$¢ tego zwigzku, stad otrzymano po analizie
post-hoc znamienne roznice mig¢dzy pozostatymi od-

Ryc. 4. Zawartos¢ izowiteksyny w wyciagach otrzymanych z lici
badanych odmian morwy bialej.

mianami dla tego roku zbioru a China 32 (p < 0,05)
oraz wyraznie wyzsza zawartoS¢ izowiteksyny w roku
2011 dla tej odmiany (p < 0,05).

W przypadku luteoliny (ryc. 5) nie wystapita zmien-
no$¢ miedzy otrzymanymi Srednimi (ANOVA 1I (efekt
gtéwny) F(3,8) = 0,640; p = 0,610), zauwazono jednak
wystepowanie réznic dla poszczegdlnych lat zbioru
(efekt czasu F(1,8) = 20,6, p = 0,002), przy braku
jednoczesnej interakcji dla efektu gtéwnego i czasu
(F(3,8) = 2,39, p = 0,144). Na podstawie dalszej
szczegblowej analizy stwierdzono, ze zawarto$¢ lu-
teoliny dla odmiany Zétwinskiej oraz China 32 byta
znamiennie wyzsza w roku 2010 w poréwnaniu do
zbioru w 2011 roku (p < 0,05).

Odnosnie apigeniny (ryc. 6) zauwazono, ze pomie-
dzy analizowanymi odmianami nie wystepowaly istotne
roznice (ANOVA I (efekt gtéwny): F(3,8) = 0,745,
p = 0,708, wplyw czasu: (F(1,8) = 1,58, p = 0,244),
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Ryec. 5. Zawarto$¢ luteoliny w wyciagach otrzymanych z liSci
badanych odmian morwy bialej.

(222

( Postepy Fitoterapii 4/2013 ) )




Poréwnanie sktadu polifenoli zawartych w wyciagach hydroalkoholowych lisci r6znych odmian morwy biatej (Morus alba L.)

0,0020 12010
I 2011
0,0015
0,0010
[%]
- i ﬁ ﬁ
0,0000 ’Ll P
China 32 Ichinoje Kokuso Zo6twinska

Ryc. 6. Zawarto$¢ apigeniny w wyciagach otrzymanych z liSci
badanych odmian morwy bialej.
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Ryc. 7. Zawarto$¢ hiperozydu w wyciagach otrzymanych z liSci
badanych odmian morwy biale;.
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Ryec. 8. Zawartos$¢ kwasu chlorogenowego w wyciagach otrzy-
manych z liSci badanych odmian morwy biate;j.

interakcja: F(3,8) = 0,680, p = 0,588), co zaowoco-
wato brakiem wystepowania znamiennych roznic w

zawartoSciach tego zwiazku miedzy badanymi odmia-
nami w obu latach zbioréow.

Z kolei analiza zawarto$ci hiperozydu (ryc. 7) wy-
kazata, ze w tym przypadku istniata znamienna zmien-
nos¢ miedzy Srednimi zawartoSciami tego flawonoidu
(ANOVAII (efekt gtowny) F(3,8) = 23,0, p = 0,001),
wystapil takze istotny statystycznie ogdlny wptyw cza-
su (F(1,8) = 16,7, p = 0,003), jak i interakcji efektu
gléwnego oraz czasu zbioru (F(3,8) = 9,32, p = 0,006).
Zauwazono, ze najwyzsza zawartoS$¢ tego zwiazku
wystepowata w odmianie China 32 w stosunku do po-
zostatych odmian zebranych w 2010 roku (p < 0,05),
jak i do zbioru dla tej odmiany w roku 2011 (p < 0,05).
Z kolei odmiany Ichinoje oraz Kokuso mialy wiecej
tego flawonoidu niz odmiana Zdtwifiska w roku 2010
(p < 0,05), podczas gdy wszystkie odmiany w roku
2011 odznaczaly si¢ nizsza zawartoScia hiperozydu i
nie réznily si¢ miedzy soba znamiennie.

W przypadku kwasu chlorogenowego (ryc. 8) tak-
Ze wystapila znamienna zmienno§¢ miedzy Srednimi
zawarto$ciami tego flawonoidu (ANOVA II (efekt
gtowny) F(3,8) = 5,17, p = 0,028), wplyw czasu
(F(1,8) = 87,0, p = 0,0001), jak i interakcji efektu
gtéwnego i czasu zbioru (F(3,8) = 5,72, p = 0,022).
Stwierdzono, ze w roku 2010 we wszystkich odmianach
wystepowala wigksza zawarto$¢ tego zwigzku, przy
czym znamiennie wiecej oznaczono go w odmianach
Kokuso, Ichinoje i Zoétwinskiej w poréwnaniu do
zbioréw w 2011 roku (p < 0,05) . Ponadto odmiany
charakteryzowaly sie¢ znamiennie wickszg zawartoScia
kwasu chlorogenowego w stosunku do China 32 w
2010 roku (p < 0,05). Odmiana Kokuso miata nie
tylko najwyzsza zawarto$¢ kwasu chlorogenowego
w 2010 roku, ale i w 2011 roku, np. w stosunku do
odmiany Zétwiniskiej (p < 0,05).

Z kolei analiza zawartosci kwasu rozmarynowe-
go (ryc. 9) wykazala, ze w 2011 roku nie okreslono
oznaczalnych iloSci tego zwiazku, stad analizowano
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Ryc. 9. Zawarto$¢ kwasu rozmarynowego w wyciagach otrzy-
manych z liSci badanych odmian morwy bialej.
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tylko zbiory odmian w 2010 roku za pomoca ANO-
VA I (F(3,8) = 2,66, p = 0,119). Stwierdzono brak
wystepowania znamiennych réznic miedzy badanymi
$rednimi, a dla odmiany Ichinoje zawarto$¢ byla takze
nieoznaczalna w analizowanym roku.

Omowienie wynikow

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono,
ze sposrod badanych substancji biologicznie czynnych
w ekstraktach wodno-etanolowych otrzymanych z lisci
morwy bialej, najwyzsze stezenia odnotowano dla
kwasu chlorogenowego, wystepujacego na poziome
okoto 0,73% w odmianie Kokuso w roku 2010. Me-
mon i wsp. (6), rowniez analizowali w liSciach morwy
biatej zawarto§¢ nastepujacych kwaséw fenolowych:
galusowego, protokatechowego, p-hydroksybenzoeso-
wego, wanilinowego, chlorogenowego, syringowego,
p-kumarowego, ferulowego i m-kumarowego, oraz
aldehydu syringowego. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan stwierdzili, ze w wysuszonych liSciach
morwy biatej w najwiekszej iloSci wystepuje kwas
chlorogenowy. Kolejnym znaczacym pod wzgledem
zawartosci zwiazkiem bioaktywnym w badanych eks-
traktach wodno-etanolowych z liSci morwy biatej
byta rutyna, wystepujaca na poziomie okoto 0,33%,
w odmianie Kokuso w roku 2010. Wysoka zawarto$¢
rutyny zaobserwowano takze w odmianie Ichinoje,
rowniez w roku 2010. Nieznacznie nizsze wartoSci
okreslono dla rutyny w 2011 roku dla wszystkich
czterech odmian morwy biatej (Z6twiniskiej, China 32,
Kokuso oraz Ichinoje).

Chu i wsp. (7) identyfikowali zwiazki w morfologicz-
nych czeSciach morwy biatej, wsrod ktorych wykryli
rutyne, kwercetyne, luteoling i kwas chlorogenowy.
Oznaczenie to wykonano za pomocg wysokosprawnej
elektroforezy kapilarnej z detekcja amperometryczng
CE-AD. Wykazano, ze w liSciach morwy biatej w naj-
wigkszej iloSci wystepuje rutyna (179,1 ug/g). Podob-
nie Butt i wsp. (5) zaobserwowali wysoka zawarto$¢
rutyny (659 mg/100 g s.m).

W przypadku kwercetyny i izowiteksyny najwyz-
sza zawarto$¢ okreslono dla odmiany Zoétwiniska
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w 2011 roku, a w przypadku luteoliny i apigeniny
réwniez dla odmiany Zétwinskiej w 2010 roku. Duza
zawarto§¢ apigeniny wykryto rowniez w odmianie
China 32 w 2010 roku. Ta sama odmiana i w tym
samym roku charakteryzowata si¢ takze najwieksza
zawarto$cia hiperozydu i kwasu rozmarynowego.
Natomiast w przypadku witeksyny najwicksza za-
warto§¢ zaobserwowano dla odmiany Kokuso w
2010 roku.

ZawartoS$ci zwiazkéw polifenolowych w liSciach
morwy bialej zebranych w ciagu dwoch lat (2010-
2011) znacznie si¢ réznia, co sugeruje duzy wpltyw
warunkéw pogodowych. Zasadnym jest wiec podda-
wanie szczeg6étowym badaniom corocznych zbioréw
dla stwierdzenia poziomu substancji polifenolo-

wych.

Whioski

1. Hydroalkoholowe ekstrakty z wysuszonych liSci
morwy bialtej zawieraja znaczne iloSci flawonoidéw
i kwaséw fenolowych, przy czym w najwiekszych
iloSciach wystepowata rutyna i kwasu chlorogenowy.

2. W niniejszej pracy wykazano znaczna zmienno$¢
zawartoSci poszczegllnych polifenoli w analizo-
wanych latach.
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