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SUMMARY

The objective of the study was the qualitative and quantitative
HPLC analyse of the selected non-hallucinogenic indole com-
pounds in methanol extracts from selected algae and generally
available food products that contain algae. The analysis presented
that all tested materials contained indole compounds. The high-
est total content of the indole compounds was found in the
extracts from Spirulina tablets and that was 4.49 mg/100 g d.w.
In contrast, the smallest amount of indole compounds contained
the extract from commercial algae product Roasted seaweed
snack, and it was 0.08 mg/100 g d.w. The largest diversity of
indole compounds was found in the extract from Spirulina En-
ergy Bar. In this extract was determined 5 indole compounds:
serotonin, melatonin, L-tryptophan, 5-hydroxy-L-tryptophan
and 5-methyltryptamine. Serotonin was detected in each of the
extracts. The highest content of L-tryptophan and serotonin were
determined in the extract obtained from Spirulina tablets and they
were respectively 0.4 mg/100 g d.w. and 3.89 mg/100 g d.w. The
extract from Fucus vesiculosus contained significant amount of
5-hydroxy-L-tryptophan and it was 0.69 mg/100 g d.w. This fact
deserves attention, because this amino acid is a precursor of
biologically active compounds such as melatonin and serotonin.
The least frequently occurring indole compound in the extracts
was S-methyltryptamine. Its significant amount was detected only
in commercial algae product Spirulina Energy Bar.
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Wstep

Algi, glony (fac. Algae, gr. Phykos) — tymi nazwa-
mi okre§lamy plechowate, najczesciej samozywne
organizmy zyjace w Srodowisku wodnym i miejscach
wilgotnych. Wystepuja we wszystkich strefach geo-
graficznych, w wodach stodkich, stonych, chtodnych
lub cieplych. Byly one jednymi z pierwszych orga-
nizmow zdolnych do fotosyntezy, jakie pojawily si¢
na Ziemi. Wedlug systematyki naleza do krolestwa
jadrowych (Eukaryota) i podkrolestwa roslin (Phyto-

bionta), jednak niektorzy przedstawiciele mogg nale-
ze¢ réwniez do krélestwa bezjadrowych (Prokaryota),
czyli do gromady sinic (Cyanobacteria). Wsrod alg
mozna znalez¢ zaréwno organizmy jednokomoérkowe,
jak i wielokomorkowe o zréznicowanej wielkosci, od
kilku milimetréw (mikroalgi) do paru metréw (makro-
algi). Moga one mie¢ budowe beztkankowa i tworzy¢
tzw. plechy.

Algi ze wzgledu na to, ze stanowig Zrodlo wielu
substancji, takich jak: aminokwasy, biatka, zwiazki
mineralne, witaminy, polisacharydy, lipidy oraz polia-
midy, ktére sa niezbedne do prawidtowego funkcjo-
nowania organizmu cztowieka, znalazly zastosowanie
w roznych galeziach przemystu. Sa wykorzystywane
m.in. w przemysle spozywczym, kosmetycznym, rol-
nictwie i ochronie Srodowiska. Dostepne sa w postaci
gotowych preparatéw farmaceutycznych: proszkéw,
tabletek, pigutek, kapsulek i kosmetykéw. W pre-
paratach OTC i spozywczych najczesciej stosuje si¢
gatunki sinic: Arthrospira platensis (Spirulina platensis)
i Arthrospira maxima (Spirulina maxima), gatunki
krasnorostéw — alg czerwonych z rodzaju Porphyra:
Porphyra yezoensis i P. tenera oraz brunatnic — Fucus
vesiculosus (1).

Arthrospira od dawna bardziej znana jest jako spi-
rulina i nazwa ta pozostaje w uzyciu ze wzgledow
historycznych (1, 2). Spirulina jest mikroalga zaliczana
do sinic (Cyanobacteria). Od dtuzszego czasu wyko-
rzystywana jest w roznych krajach jako dodatek do
diety cztowieka i zwierzat ze wzgledu na duza wartosc¢
odzywczg. Jest Zrédtem witamin takich jak witamina
C, E, PP (niacyna) oraz witamin z grupy B (B,, B,,
B, i B,,). Stanowi bogate zrodto biopierwiastkow: P,
Fe, Ca, K, Na, Mg, zawiera rOwniez takie witaminy
jak kwas foliowy, kwas pantotenowy i inozytol oraz
barwniki (fikocyjaniny, karotenoidy, chlorofil).

A. platensis zostala przebadana w kierunku wia-
Sciwosci przeciwnowotworowych (4-15). Dziatanie
to wynika z obecnoSci polisacharydéw zawierajacych
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grupy siarczanowe i polega na hamowaniu przerzutow
nowotworowych do ptuc oraz proliferacji komérek no-
wotworowych. Obecny w tej aldze 3-karoten stymuluje
ekspresje genéw regulujacych procesy komunikacji
komorkowej. Moze wykazywac bezpoSrednie dziatanie
na DNA, regulujac produkcje RNA (16).

Charakterystyczne dla Fucus vesiculosus (morszczyn
pecherzykowaty) sa duze iloSci kwasu alginowego
i fukoidanu — polisacharydu zawierajacego reszty kwa-
su siarkowego(VI). Zwigzek ten cechuje opisywana
alge oraz cata gromade¢ brunatnic (Pheophyta), do
ktorej nalezy. Znamienne dla morszczynu barwniki
to chlorofil a i ¢ oraz fukoksantyna, ktora nie tylko
maskuje chlorofil, ale réwniez nadaje jego plesze
ciemnobrunatna barwe. Substancjami zapasowymi tej
algi sa ttuszcze, mannitol oraz laminaryna. Ekstrakty
z morszczynu pecherzykowatego wykorzystywane
w produkcji kosmetykOw zawieraja: organicznie zwig-
zany jod, kwas alginowy, potas, NNKT, polisacharydy
oraz biatka, ktére wptywajq na skore odzywczo, rewi-
talizujaco, przywracaja rownowage jonowa, a takze
utrzymuja odpowiednie nawilzenie (17-29).

Porphyra yezoensis i P. tenera (Nori) sa z kolei do-
skonatym Zrodlem witamin. Ponad 40% calkowite;j
masy Nori stanowi porphyran — naturalny btonnik.
Porphyran to agaroza, w ktérej D-galaktoza jest
podstawiona resztami siarkowymi(VI), a L-ga-
laktoza resztami metylowymi. W ten sposéb po-
wstaly czasteczki 6-O-siarczanu(VI)-D-galaktozy
oraz 6-O-metylo-L-galaktozy. Porphyran zaréwno
w warunkach in vitro, jak i in vivo dziata immuno-
stymulujaco (30).

Cel pracy

Celem pracy byla analiza jakoSciowa oraz iloSciowa
niehalucynogennych zwigzkéw indolowych wystepu-
jacych w ekstraktach metanolowych otrzymanych
z wybranych produktéw spozywczych i farmaceu-
tycznych (OTC) zawierajacych algi: Arthrospira sp.,
Porphyra sp. oraz Fucus vesiculosus. Analizie poddano
ekstrakty metanolowe z wybranych surowcow. Do
analizy zwiazkéw indolowych wykorzystano metode
wysokosprawnej chromatografii cieczowej faz odwro-
conych (RP-HPLC).

Materiat i metody

Materiat do analizy

Materiat do analizy stanowily produkty dostepne na
rynku spozywczym stanowiace przetworzone i nieprze-
tworzone algi: Roasted seaweed snack (Porphyra sp.)
firmy Trader Joe’s (USA), Sushi nori (Porphyra sp.)
firmy House of Asia (Polska), Spirulina Energy Bar

firmy Freeland Foods (USA), Liofilizowana Spirulina
firmy Aura Herbals (Polska), Spirulina w tabletkach
firmy Ekoland Zielonki (Polska), Fucus vesiculosus
firmy Flos (Polska) oraz Fucus vesiculosus pozyskany
ze stanowiska naturalnego (Jastarnia, Polska). Probki
materiatow wykorzystanych do analizy zostaly zde-
ponowane w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej UJ
CM w Krakowie.

Przygotowanie probek do analizy
na obecnos¢ zwiqzkow indolowych metodg HPLC

Odwazano po 10,0 g kazdego z materiatéw do anali-
zy, nastepnie po rozdrobnieniu w mozdzierzu przeno-
szono je iloSciowo do perkolatora i zalewano eterem
naftowym. Materiat pozostawiano do wytrawienia. Po
zdekantowaniu ekstraktéw materiat traktowano Swie-
Zzymi porcjami eteru naftowego. Proces powtarzano
kilkakrotnie w celu pozbycia si¢ z materiatlu frakcji
bogatej w lipidy, ktora utrudniataby dalsza analize.
Po odparowaniu eteru naftowego wysuszony materiat
umieszczano w perkolatorze i zalewano metanolem.
Po wytrawieniu uzyskane ekstrakty dekantowano,
a pozostaly materiat przeznaczony do analizy trakto-
wano $wiezymi porcjami metanolu. Czynno$¢ powta-
rzano do momentu zaniku barwy perkolatow.

Uzyskane wyciagi zageszczono w wyparce proznio-
wej w temperaturze 40°C pod ciSnieniem 200 mBa.
Stezone anality zostaly rozpuszczone w metanolu
i przesaczone przez bibute filtracyjnag Whatman nr 3,
a nastepnie oczyszczone metoda chromatografii cien-
kowarstwowej (TLC). Chromatogramy rozwijano
w fazie ruchomej, ktéra zostata uznana za optymalna
dla rozdziatu zwiagzkéw indolu: n-propanol:woda:octan
etylu (7:1:2 v/v/v). Frakcje zawierajace zwiazki in-
dolowe identyfikowano na chromatogramach pod
lampa UV przy dlugosci fali A = 280 nm, a nastep-
nie ekstrahowano metanolem, saczono przez filtry
strzykawkowe (Millex). Zageszczone wyciagi prze-
niesiono iloSciowo do krystalizatoréw i pozostawiono
do catkowitego odparowania rozpuszczalnika. Sucha
pozostato$¢ rozpuszczono ilosciowo w 1 ml uktadu
rozwijajacego etanol:woda:kwas octowy (200:792:8
v/v/v) i poddano analizie metoda HPLC. Do analizy
wykorzystano metodyke opracowana przez Muszynska
i wsp. (31).

Analiza HPLC

Zastosowano aparat HPLC (Merck Hitachi), wy-
posazony w pompe¢ typu L-7100 Purospher® RP-18
(4 x 200 mm, 5 pm). Kolumne termostatowano
w temp. 25°C, detekcja UV przy A = 280 nm. Faze
ciekla stanowila mieszanina etanol:woda:kwas octo-
wy (200:792:8 v/v/v); szybkos$¢ przeptywu 1 ml/min.
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Zwiazki indolowe identyfikowano na podstawie po-
réwnania z czasami retencji standardéw. Przyktadowe
chromatogramy przedstawiono na rycinach 1-3.
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Ryc. 1. Chromatogram wyciagu metanolowego otrzymanego
z Fucus vesiculosus, pozyskanego ze stanowiska naturalnego:
1 — serotonina, 2 — 5-hydroksy-L-tryptofan, 3 — L-tryptofan,
4 — melatonina.
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Ryc. 2. Chromatogram wyciagu metanolowego otrzymanego
z liofilizowanej Spiruliny: 1 — serotonina, 2 — L-tryptofan, 3 —
S-metylo-tryptamina, 4 — melatonina.
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Ryc. 3. Chromatogram wyciagu metanolowego otrzyma-
nego z produktu Spirulina Energy Bar: 1 — serotonina,
2 — 5-hydroksy-L-tryptofan, 3 — L-tryptofan, 4 — 5-metylo-
tryptamina, 5 — melatonina.

Analiza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzono za pomo-
ca testu Studenta. Wyniki wyrazono jako wartosci
§rednie i odchylenia standardowe (SD). Wszystkie
analizy przeprowadzono przy uzyciu programu Sta-
tistica 10 (StatSoft). Istotno$¢ statystyczna zostata
okre§lona na poziomie p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

Zastosowana metoda przygotowania i oczysz-
czania ekstraktéw do analizy HPLC pozwolita na
skuteczny rozdziat zwiazkow indolowych. Analiza
wyciagdéw metanolowych z badanych préobek wykaza-
fa obecno$¢ 5 z 12 badanych zwigzkéw indolowych.
W tabeli 1 podano zawarto$¢ zwiazkéw indolowych
w mg/100 g suchej masy.

Tabela 1. Zawartos¢ (mg/100 g = SD suchej masy) zwiazkéw indolowych w badanych surowcach.

Badane preparaty
o . Ifucus
Zwigzek indolowy Roasted Spirulina Liofilizowana Spirulina Rozdrobniony | vesiculosus
seaweed | g, chinorj | ENEroy Spirulina | w tabletkach Fucus ze
snack Bar vesiculosus stanowiska
naturalnego
Serotonina 0,08 + 0,00 | 1,13 £ 0,02 | 2,05 £ 0,02 | 2,17 = 0,03 3,89 + 0,09 0,35 = 0,01 0,31 += 0,02
Melatonina - - 0,06 + 0,04 | 0,06 = 0,01 0,20 + 0,01 - 0,05 + 0,00
L-tryptofan * 0,01 +£ 0,00 | 0,14 = 0,01 | 0,02 = 0,00 0,40 + 0,03 0,08 + 0,01 0,10 = 0,01
5-hydroksy-
“L-tryptofan - - 0,16 += 0,05 - - 0,69 + 0,05 0,12 = 0,01
5-metylo-
-tryptamina ) " 0,05 = 0,00 ) N - -
Catkowita
zawartosé 0,08 £ 0,00 | 1,14 £ 0,01 | 2,46 + 0,04 | 2,25+ 0,02 | 4,49 = 0,11 1,12 + 0,08 0,46 = 0,01

*Zawarto$¢ mniejsza niz 0,001 mg/100 g s.m.; n = 5; p < 0,05

([ Postepy Fitoterapii 3/2015 |

141 )




Bozena Muszyfiska i wsp.

W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano, ze
wszystkie badane surowce zawieraly niechalucynogen-
ne zwiazki indolowe. Najwigksza catkowita zawartos¢
zwiazkow indolowych stwierdzono w produkcie Spi-
rulina w tabletkach, tj. 4,49 mg/100 g s.m. Najmniej
zwiazkow, bo tylko serotonine w ilosci 0,08 mg/100 g
s.m., oznaczono w produkcie Roasted seaweed snack,
co dowodzi, ze termiczne przetwarzanie (produkt uzy-
skany w wyniku smazenia) powoduje rozklad zwiaz-
kéw indolowych. Najwieksza réznorodnosé zwigz-
kow indolowych stwierdzono w produkcie Spirulina
Energy Bar. W tym przypadku oznaczono 5 zwigzkéw
indolowych: serotoning, melatoning, L-tryptofan,
5-hydroksy-L-tryptofan i 5-metylotryptaming. Nalezy
dodad, ze w kazdym z badanych produktéw oznaczono
serotonine. Najwicksza zawarto§¢ L-tryptofanu oraz
serotoniny oznaczono w produkcie Spirulina w tablet-
kach, odpowiednio 0,4 mg/100 g s.m. i 3,89 mg/100 g
s.m. Zawarto$¢ L-tryptofanu w badanych produktach
byla na podobnym poziomie, a mianowicie od 0,01 do
0,40 mg/100 g s.m.

L-tryptofan jest dla cztowieka aminokwasem eg-
zogennym, czyli musi by¢ dostarczany do organizmu
z pozywieniem. Jest on waznym prekursorem, z kto-
rego powstaja takie zwiazki jak niacyna czy auksyny
w roSlinach. W organizmie cztowieka w o§rodkowym
ukladzie nerwowym zwigzek ten przeksztatcany jest
do melatoniny i serotoniny. Z kolei w obwodowym
uktadzie nerwowym L-tryptofan ulega r6znym prze-
mianom: dekarboksylacji (po ktorej przeksztatca sie
w tryptaming), hydrolizie (wtedy powstaje z niego
5-hydroksy-L-tryptofan) oraz rozerwaniu pierScienia
indolu (prowadzi to do powstania kinureiny) (32).
L-tryptofan wykorzystywany jest w leczeniu depresji,
wchodzi rowniez w skltad suplementow diety stosowa-
nych w sytuacjach stresowych, problemach ze snem
oraz depresji.

Zawarto$¢ serotoniny w badanych produktach byta
bardzo zréznicowana: od 0,08 do 3,89 mg/100 g s.m.
Najwieksze zawartosci tego metabolitu i na podob-
nym poziomie wystepowaly w produktach zawieraja-
cych spiruling: Spirulina Energy Bar, Liofilizowana
Spirulina oraz Spirulina w tabletkach: od 2,05 do
3,89 mg/100 g s.m. W produkcie Fucus vesiculosus
pochodzenia handlowego i w Fucus vesiculosus po-
zyskanym ze stanu naturalnego stwierdzono podob-
ne zawarto$ci serotoniny, wynoszace nieco powyzej
0,31 mg/100 g s.m. Najmniejsza ilo§¢ tego metabolitu
wykryto w przetwarzanym termicznie produkcie (Ro-
asted seaweed snack) — tj. 0,08 mg/100 g s.m.

Serotonina jest aming biogenna petniaca role neu-
roprzekaznika w oSrodkowym uktadzie nerwowym.
Odpowiada réwniez za skurcz mieSni gtadkich i zwe-

zenie naczyn krwiono$nych. Uwaza si¢, ze bierze
ona udziat w patogenezie bolow migrenowych oraz
innych boléw glowy pochodzenia naczyniowego. Se-
rotonina bierze rowniez udzial w regulacji nastroju,
leku, snu, agresji, apetytu i zachowan seksualnych.
Potocznie okredla si¢ ja mianem hormonu szczescia.
W organizmie ludzkim istnieje az 7 typdw receptorow
serotoninowych (5-HT), a w ich obrebie istnieje kilka
podtypow. Z tego powodu wiele klas lekéw dziata na
organizm poprzez receptory serotoninowe. Naleza
do nich m.in.: leki przeciwdepresyjne, anksjolityczne,
przeciwwymiotne i przeciwmigrenowe.

W produkcie Fucus vesiculosus oznaczono
znaczng ilo$¢ 5-hydroksy-L-tryptofanu (5-HTP),
tj. 0,69 mg/100 g s.m. Nieco mniejsza zawartos¢
stwierdzono w Fucus vesiculosus zebranym ze stanu
naturalnego (1,21 mg/100 g s.m.). Jest to o tyle wazne,
poniewaz aminokwas ten jest prekursorem zwiazkéw
biologicznie aktywnych, takich jak melatonina czy
serotonina. 5-HTP jest bezpoSrednim prekursorem
serotoniny i jesli wystepuje on w pozywieniu, to po
wchtonieciu w jelitach do krwiobiegu dociera do
moézgu i tam ulega przemianie do serotoniny (33, 34).
W Wielkiej Brytanii, Stanach Zjednoczonych i Kana-
dzie 5-HTP stosuje si¢ jako suplement diety o dzia-
faniu usposabiajacym do snu, przeciwdepresyjnym,
zmniejszajacym apetyt (leczenie otyloSci). Naturalnym
Zrédtem 5-HTP sa nasiona afrykanskiej rosliny Grif-
fonia simplicifolia (34). Jest on dobrze wchtaniany po
podaniu doustnym. Stwierdzono, Ze okoto 70% dawki
trafia do krwiobiegu, dzigki czemu zwiazek ten jest
skutecznie wykorzystywany w leczeniu depresji, fibro-
mialgii, boléw gtowy oraz bezsennosci (34, 35).

Najrzadziej wystepujacym zwiazkiem indolowym
w ekstraktach byla 5-metylotryptamina. Jej istotna
ilo§¢ wykryto tylko w produkcie Spirulina Energy Bar.
W pozostatych produktach 5-metylotryptamina byla
obecna tylko w nieznacznych iloSciach. W zadnym z ba-
danych produktéw nie wykryto obecnosci tryptaminy,
6-metylo-D,L-tryptofanu, 5-metoksytryptaminy, indoli-
lo-3-acetonitrylu, a takze kwasu indolilo-3-octowego.

Podsumowanie

Produkty spozywcze i suplementy diety zawierajace
nieprzetworzone algi stanowia Zrodto niehalucyno-
gennych zwiazkéw indolowych, zwtaszcza takich jak
melatonina, L-tryptofan i serotonina. Zwiazki te
moga wplywa¢ na wartos$¢ prozdrowotna i dietetycz-
na tych produktéw. Ze wzgledu na to, ze wszystkie
dzialaja przeciwutleniajaco, stanowia wazny czynnik
w profilaktyce choréb cywilizacyjnych (choroby no-
wotworowe, cukrzyca, choroba niedokrwienna serca,
depresja).
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