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SUMMARY

The assumption of work was the obtaining of crude drugs with
a high contents of biological active compounds by extantions with
a high antibiotic activity. To the studies was used the cultivation
of greater celandine (Chelidonium majus L.) also breeding of
seedlings of this plant in vivo. The studies included ethanolic and
aqueous extracts from herb and seedlings of Chelidonium majus
L. also non-protein and protein fractions obtained from aqueous
extracts of above mentioned crude drugs. They were analysed in
respect of antibiotic activity and occurence of contents of alkaloids
and flavonoid compounds. The highest antibiotic activity have
ethanolic extracts of Chelidonium majus L., lesser aethanolic
extracts from seedlings and the lowest protein and non-protein
fractions obtained from aqueous extracts obtained from this plant.
The antibiotic activity of extracts and fractions determined alkaloids
and flavoinoids occuring in Chelidonium majus L. Moreover was
showed, that selected aethanolic extract from herb of Chelido-
nium (herb of autumnal rosette of leaves) has a high antibiotic
activity and could be used in medical practice to wound healing
and burns infected including Staphylococcus resistant for meticillin.

KEY WORDS: CHELIDONIUM MAJUS HERB — EXTRACTS
- ANTIBIOTICACTIVITY - CHEMICAL COMPOUNDS
— MEDICAL PRACTICE

Wstep

Ekstrakty, frakcje i wyizolowane substancje biolo-
gicznie aktywne z glistnika jaskolczego ziela (Cheli-
donium majus L..) odznaczaja si¢ dziataniem przeciw-
bakteryjnym, przeciwgrzybiczym, przeciwwirusowym,

przeciwpierwotniakowym i przeciwpasozytniczym.
Przeglad przeciwdrobnoustrojowego dziatania tej
ro§liny opisano we wcze$niejszej pracy (1).

Sktad chemiczny omawianej ro$liny, w tym wyste-
powanie w niej alkaloidow, flawonoidow i bialek takze
szczegblowo udokumentowano we wczesSniejszym
opracowaniu (2).

Cel pracy

Zalozeniem prezentowanej pracy bylo uzyskanie su-
rowca o wysokiej zawarto$ci zwigzkéw biologicznie aktyw-
nych, a co za tym idzie o wysokiej aktywnosci antybiotycz-
nej. W tym celu do badan wykorzystano uprawe gruntowa
glistnika oraz hodowle siewek w warunkach in vivo.

Badaniami objeto ekstrakty etanolowe i wodne
z ziela i siewek glistnika oraz frakcje biatkowe i nie-
biatkowe otrzymane z ekstraktéw wodnych wymie-
nionych surowcow. Analizowano je pod wzgledem
aktywnosci antybiotycznej oraz wystepujacych w nich
zwigzkow alkaloidowych i flawonoidowych.

Zatozono takze dzialanie najbardziej aktywnego
antybiotycznie ekstraktu etanolowego uzyskanego
z ziela glistnika na bakterie chorobotwdrcze wyste-
pujace w Srodowisku szpitalnym.

Materiat i metody

Pozyskiwanie surowcow

Wartos¢ biologiczng ziela glistnika okre§lano w ra-
mach upraw gruntowych polskiej tetraploidalnej od-
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miany Cynober. Uprawe glistnika zatozono w 2010 r.
metoda wysiewu nasion do gruntu w terminie jesien-
nym na poletkach o powierzchni 12 m?.

Do badan ziele glistnika zbierano w dwdch sezonach
wegetatywnych (2011 i 2012 r.) w 6 fazach fenologicz-
nych: rozety liSciowej wiosennej, poczatku kwitnie-
nia roSlin, petni kwitnienia ro$lin, zielonego owocu
(straka), pelnej dojrzatosci nasion i rozety liSciowej
jesiennej. Surowiec po zbiorze suszono w temp. 60°C.

Hodowle siewek in vivo prowadzono przy uzyciu
nasion otrzymanych z uprawy gruntowe;j (zbioru doko-
nanow 2010 r.) tej samej odmiany glistnika (Cynober).
Na te forme surowca zdecydowano si¢ po uprzednich
niepowodzeniach z uzyskaniem ziela z kalusa i nasion
hodowanych na pozywkach sztucznych.

Nasiona glistnika wysiewano do doniczek z jatowa
gleba i elicytowano je frakcjonowanym wyciagiem
drozdzowym. Rosliny zbierano po 7 dniach wegetacji
1 suszono w temp. pokojowe;.

Otrzymywanie ekstraktow i frakcji

Do sporzadzania ekstraktéw etanolowych uzywano
wysuszonego i rozdrobnionego ziela (sito 5,6 mm).
Surowiec ekstrahowano 50% etanolem w stosunku
1:10. Po oddestylowaniu rozpuszczalnika pod zmniej-
szonym ci$nieniem w temp. 50°C i wymrozeniu do
-50°C ekstrakty poddawano liofilizacji.

Ekstrakty wodne otrzymywano z wysuszonego
i rozdrobnionego surowca (sito 0,315 mm), ktory
poddawano dzialaniu wody oczyszczonej przez 3 godz.
w temp. 90°C w stosunku 1:10. Po ochtodzeniu eks-
trakty saczono przez wate i gaze, oddestylowywano
potowe rozpuszczalnika, wymrazano do -50°C i pod-
dawano liofilizacji.

W celu przygotowania frakcji biatkowych i niebiatko-
wych wysuszony i rozdrobniony surowiec (sito 1,0 mm)
umieszczano w komorze ekstraktora i zalewano woda
destylowana w stosunku 1:10. Ekstrakcje prowadzono
w temp. 90°C przez 3 godziny. Po ochlodzeniu i prze-
saczeniu przez sito stalowe i filtr bawetniany, potowe
rozpuszczalnika oddestylowano pod zmniejszonym
ciSnieniem w temp. 50°C. Z zageszczonego ekstraktu
biatka wytracano acetonem w stosunku 1:4 w temp.
-20°C przez 30 minut. Frakcje biatkowa odwirowy-
wano (4500 obr./min) w temp. 4°C przez 20 min i po
zawieszeniu w wodzie destylowanej liofilizowano (wy-
dajnos¢ ok. 78%). Supernatant (frakcja niebiatkowa)
zageszczono dziesigciokrotnie w wyparce prozniowe;j
1 liofilizowano w warunkach podanych powyze;j.

Oznaczenia fitochemiczne

W ekstraktach etanolowych i wodnych otrzymanych
z ziela i siewek glistnika oraz we frakcjach biatkowych

i niebiatkowych uzyskanych z ekstraktéw wodnych
tych surowcéw oznaczano ogdlng zawartos$¢ alkalo-
idow (w przeliczeniu na chelidoning) oraz ogdlna
zawarto$¢ flawonoidéw (w przeliczeniu na kwercety-
ne¢). Oznaczenia prowadzono w oparciu o monografie
surowca (Chelidonii herba) zawarta w Farmakopei
Europejskiej 6 (3).

Oznaczenia iloSciowe alkaloidéw typu benzofe-
nantrydyny (chelidonina, chelerytryna, sangwinaryna)
oraz typu protoberberyny (koptyzyna, berberyna)
prowadzono metoda HPLC DAD przy uzyciu urza-
dzenia Agilent 1100, natomiast oznaczenia iloSciowe
flawonoidéw — metoda spektrofotometryczna.

Okreslanie aktywnosci antybiotycznej

Badane ekstrakty i frakcje w ilosci 100 mg roz-
puszczano w 1 ml dimetylosulfotlenku (DMSO).
Z uzyskanych roztworow podstawowych (o stezeniu
100 mg/ml) przygotowywano nastepnie w podtozu
bakteriologicznym Antibiotic Broth (Merck) rzad
rozciehczeh w zakresie stezen 0,5-15 mg/ml. Do
kazdego rozcieficzenia ekstraktu lub frakcji o ob-
jetosci 1 ml dodawano po 0,1 ml 18-godz. hodowli
plynnej szczepu wzorcowego Staphylococcus aureus
ATCC 6538P, rozcieficzonej 1:10 000 w tym samym
podtozu (liczba dodawanych komodrek wynosita
ok. 10°* w 0,1 ml). Inkubacje¢ prébek prowadzono
w temp. 37°C przez okres 24 godzin. Po tym czasie
ze wszystkich rozcieficzen ekstraktu lub frakcji wy-
konywano posiewy na state podtoze Antibiotic Agar.
Po dalszych 24 godzinach okre§lano rozcienczenia
probki, ktoére catkowicie hamowaly rozwéj szczepu
wzorcowego. Rozcienczenia te odpowiadaty naj-
mniejszemu stezeniu bakteriobdjczemu ekstraktu
lub frakcji (ang. Minimal Bactericidal Concentra-
tion — MBC). Wartosci te przeliczano z kolei na
jednostki antybiotyczne (JA), przyjmujac, ze sa one
rowne 1 JA. Wyniki podawano w odniesieniudo 1 g
badanego ekstraktu lub frakcji. Dla przyktadu MBC
okreslone dla szczepu wzorcowego jako 1,0 mg/ml
wskazuje, ze 1 g ekstraktu lub frakcji odznacza sie
aktywnoScia antybiotyczna réwng 1000 JA.

W przypadku aktywnoSci antybiotycznej wybra-
nego ekstraktu etanolowego z ziela glistnika wobec
bakterii chorobotwdrezych pochodzacych z materiatu
klinicznego, w badaniach uzyto 19 bakterii Gram-do-
datnich i 11 bakterii Gram-ujemnych izolowanych od
pacjentéw znajdujacych sie na oddziatach szpitalnych.
Drobnoustroje izolowano z ran i oparzen o réznej
etiologii. Cze$¢ z nich wykazywata oporno$¢ na mety-
cyling. Badania prowadzono wedlug powyzej opisane;j
metodyki, okreSlajac dla tych szczepéw bakterii MBC
oraz przeliczajac wyniki na odpowiednie JA.
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Wyniki badan

Aktywnosc antybiotyczna i skiad chemiczny ekstraktow
z ziela glistnika

Przeprowadzone badania wskazuja, ze aktywno$¢
antybiotyczna ekstraktow etanolowych we wszystkich
6 fazach fenologicznych ziela glistnika byla wyzsza
w poréwnaniu do analogicznych ekstraktow wodnych
uzyskanych w trakcie rozwoju tej rosliny (tab. 11 2).
Wyniki te sa o tyle wiarygodne, poniewaz sa one
warto$ciami §rednimi z dwodch kolejnych lat wege-
tacji. Z badan wynika, ze aktywno$¢ antybiotyczna
ekstraktow etanolowych jest ok. 2,6 raza wyzsza od
aktywnosci ekstraktow wodnych.

Podobnie ekstrakty etanolowe sporzadzone z ziela
reprezentujacego poszczegdlne fazy fenologiczne sa
o ok. 2,5 raza bardziej bogate w alkaloidy i o ok. 1,7 raza
bardziej zasobne we flawonoidy, w poréwnaniu do odpo-
wiadajacych sobie ekstraktéw wodnych (tab. 1 i 2).

Do najbardziej aktywnych antybiotycznie i za-
wierajacych najwyzsza zawarto$¢ zwiazkow alkalo-
idowych i flawonoidowych nalezy zaliczy¢ ekstrakt
etanolowy uzyskany z ziela rozety liSciowej jesien-
nej (VI faza fenologiczna) (tab. 1). Stad ziele z rozety
liSciowej jesiennej, pozyskanej z uprawy w 2012 r.,
postuzyto do otrzymania ekstraktu etanolowego prze-
znaczonego do badan mikrobiologicznych z uzyciem
szczepOw bakterii chorobotwdrczych izolowanych
z materialu szpitalnego.

Aktywnos¢ antybiotyczna i sktad chemiczny
ekstraktow z siewek glistnika

Wyniki badan przedstawione w tabeli 3 wskazuja,
ze ekstrakt etanolowy oraz ekstrakt wodny z siewek
glistnika odznaczaja si¢ przyblizong aktywnoScia an-
tybiotyczna, jaka reprezentuja analogiczne ekstrakty
z faz fenologicznych ziela glistnika (tab. 1 i 2). Po-
dobnie ksztattuje sie¢ ogolna zawartoS$¢ alkaloidow
i flawonoidéw w tych ekstraktach (tab. 1-3).

Tabela 1. AktywnoS$¢ antybiotyczna oraz ogdlna zawarto$¢ alkaloidéw i flawonoidéw w ekstraktach etanolowych otrzy-
manych z ziela glistnika zebranego w fazach fenologicznych w dwdch kolejnych latach wegetacji (wartosci §rednie).

Fazy fenologiczne
ziela glistnika

Aktywnosé

antybiotyczna (JA)

Ogolna zawartos¢
alkaloidéw (mg/100 g)

Ogolna zawartos¢
flawonoidéw (mg/100 g)

Rozeta liSciowa wiosenna 525
Poczatek kwitnienia roslin 600
Petnia kwitnienia roslin 525
Zielony owoc (strak) 650
Petna dojrzato$¢ nasion 825
Rozeta liSciowa jesienna 1025

665 325
740 300
1100 545
1285 490
1690 630
1850 740

Tabela 2. AktywnoS¢ antybiotyczna oraz ogélna zawarto$¢ alkaloidéw i flawonoidéw w ekstraktach wodnych otrzymanych
z ziela glistnika zebranego w fazach fenologicznych w dwdch kolejnych latach wegetacji (wartosci Srednie).

Fazy fenologiczne
ziela glistnika

Aktywnosé

antybiotyczna (JA)

Ogolna zawartos¢
alkaloidéw (mg/100 g)

Ogolna zawartos¢
flawonoidow (mg/100 g)

Rozeta lisciowa wiosenna 150
Poczatek kwitnienia roslin 300
Petnia kwitnienia roslin 200
Zielony owoc (strak) 275
Petna dojrzato$¢ nasion 275
Rozeta liciowa jesienna 425

275 165
320 215
310 230
575 340
615 350
595 405

Tabela 3. AktywnoS¢ antybiotyczna oraz ogdlna zawarto$¢ alkaloidéw i flawonoidéw w ekstraktach etanolowych i wod-

nych z siewek glistnika.

i . Ogolna zawartosé Ogolna zawartos¢
Ekstrakty z siewek Aktywnosc(jR;yblotyczna alkaloidow flawonoidow
(mg/100 g) (mg/100 g)
Etanolowy 650 925 320
Wodny 200 480 100
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Aktywnosc antybiotyczna i skiad chemiczny frakcji
biatkowych i niebiatkowych uzyskanych z ekstraktow
wodnych 7 ziela i siewek glistnika

Dane przedstawione w tabeli 4 wskazuja, ze za-
rowno aktywnos¢ antybiotyczna, jak i zawarto$¢ sub-
stancji alkaloidowych i flawonoidowych we frakcjach
biatkowych i niebiatkowych otrzymanych z ekstraktow
wodnych z ziela i siewek glistnika, sa o wiele nizsze
w poréwnaniu do ekstraktéow etanolowych i wodnych
uzyskanych z ziela i siewek tej roSliny (tab. 1-3). Na
podstawie zaprezentowanych wynikéw mozna takze
przypuszczad, ze za aktywnoS¢ antybiotyczna tych
frakcji odpowiadaja takze inne substancje biologicz-
nie czynne niz alkaloidy i flawonoidy, m.in. kwasy
fenolowe i ich estry.

Dziatanie ekstraktu etanolowego 7 ziela glistnika na
drobnoustroje chorobotworcze izolowane ze srodowiska
szpitalnego

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wyse-
lekcjonowany ekstrakt etanolowy z ziela glistni-
ka odznaczal sie¢ dziataniem antybiotycznym wo-
bec wszystkich bakterii Gram-dodatnich i Gram-
-ujemnych wyizolowanych z ran i oparzef, w tym
na szczepy Staphylococcus aureus oporne na mety-
cyling(MRSA), w granicach 80-1000 JA (tab. 51 6).
A zatem w odpowiednich stezeniach (od 1 do
12,5 mg/ml) ekstrakt ten dziata bakteriob6jczo na
badane szczepy bakterii chorobotwoérczych i teo-
retycznie w stezeniu wyzszym od 1,25% mogtby
znalez¢ zastosowanie w praktyce medycznej do

Tabela 4. Aktywno$¢ antybiotyczna oraz ogdlna zawarto$¢ alkaloidéw i flawonoidéw we frakcjach biatkowych i niebiat-
kowych uzyskanych z ekstraktéw wodnych z ziela i siewek glistnika.

> . Ogodlna zawartos¢ Ogolna zawartos¢
Badany surowiec i frakcje A"tVW“°s°(jR;Vb'°tV°z"a alkaloidéw flawonoidow
(mg/100 g) (mg/100 g)
Ziele
Frakcja biatkowa 200 275 200
Frakcja niebiatkowa 400 300 180
Siewki
Frakcja biatkowa 100 80 10
Frakcja niebiatkowa 200 240 30

Tabela 5. Dziatanie ekstraktu etanolowego z ziela glistnika na bakterie Gram-dodatnie wyizolowane z materialu

klinicznego.
Aktywnos¢ antybiotyczna ekstraktu etanolowego z ziela glistnika
Badane drobnoustroje

MBC (mg/ml) JA
Staphylococcus aureus MRSA 15062 2,5 400
Staphylococcus aureus MRSA 1 2,0 500
Staphylococcus aureus MRSA 2 2,5 400
Staphylococcus aureus MRSA 3 2,5 400
Staphylococcus aureus 4 2,5 400
Staphylococcus aureus 51 10,0 100
Staphylococcus aureus MRSA 9 5,0 200
Staphylococcus aureus MRSA 10 5,0 200
Staphylococcus epidermidis 53 2,5 400
Streptococcus pneumoniae 190 2,0 500
Streptococcus pyogenes 15169 7,5 135
Streptococcus pyogenes gr. A 16027 1,0 1000
Streptococcus pyogenes 16490 2,0 500
Streptococcus agalactiae 14869 5,0 200
Streptococcus agalactiae 15568 2,5 400
Enterococcus faecalis S1 7,5 135
Streptococcus faecium 34B/8 10,0 100
Moraxella catarrhalis 16716 1,0 1000
Moraxella catarrhalis 16150 5,0 200

MRSA - szczep Staphylococcus aureus oporny na metycyling

(70
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Tabela 6. Dzialanie ekstraktu etanolowego z ziela glistnika na bakterie Gram-ujemne wyizolowane z materiatu klinicznego.

Aktywnos$¢ antybiotyczna ekstraktu etanolowego z ziela glistnika

Badane drobnoustroje

MIC (mg/ml) JA
Escherichia coli S1 7,5 135
Enterobacter cloacae 38214 12,5 80
Enterobacter hafniae 3/52 7,5 135
Enterobacter aerogenes 35B 10,0 100
Klebsiella pneumoniae 231 10,0 100
Citrobacter freundii 3B 2,5 400
Proteus mirabilis 2050 5,0 200
Proteus vulgaris 425 5,0 200
Pseudomonas aeruginosa 8 7,5 135
Pseudomonas aeruginosa 10 7,5 135
Pseudomonas aeruginosa 13 5,0 200

leczenia ran i oparzen zakazonych drobnoustrojami
chorobotwérczymi, w tym gronkowcami opornymi
na metycyling.

Whioski

1. Najwyzsza aktywnoScig antybiotyczng odznaczaja
sie ekstrakty etanolowe z ziela glistnika, nizsza
— ekstrakty etanolowe z siewek, a najnizsza — frak-
cje biatkowe i niebiatkowe otrzymane z ekstraktow
wodnych pozyskanych z tej rosliny.

2. Aktywnos$¢ antybiotyczna ekstraktow i frakcji wa-
runkuja gléwnie alkaloidy i flawonoidy wystepujace
w glistniku.
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3. Wybrany ekstrakt etanolowy z ziela glistnika (ziele
rozety liSciowej jesiennej) wykazuje wysoka aktyw-
no$¢ antybiotyczng i moze znaleZ¢ zastosowanie
w praktyce medycznej do leczenia ran i oparzen
zakazonych drobnoustrojami, w tym gronkowcami
opornymi na metycyling.
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