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SUMMARY

Ornithopus sativus Brot. (seradella or common bird’s foot)
is an annual forage crop belonging to Fabaceae family. Other
plants belonging to this family are commonly used as medicinal
plants or as a source of pharmacologically active compounds
such as coumarins, saponins, phenolic acids, alkaloids and
flavonoids (especially isoflavonoids).

The aim of the presented study was to identify pharmacologically
active compounds in the herb of common bird’s foot.

The grounded material (aerial parts of the plant) was extracted
in various extrahents and then quantitative tests (for flavonoids,
tannins and saponins) as well as 1D and 2D thin layer chroma-
tography for flavonoids, phenolic acids, coumarins, trigonneline
and arbutin were performed. In 1D and 2D TLC extracts were
separated on Silica-gel plates 60 F254, visualized and then ana-
lyzed in UV light.

Obtained results indicated, that in analyzed herb, the tannins
and flavonoids are present, while there was no sign of saponins.
Among all detected substances, some flavonoids (quercetin, kae-
mpferol, genistein, daidzein, glabridin, biochanin A, rhamnetin,
luteolin, apigenin, formononetin and mirycetin), were found in
seradela herb. Phenolic acids (caffeic acid, chlorogenic acid and
ferulic acid) and coumarins (umbelliferone) were also identified
in analyzed material. There was no sign of arbutin or alkaloid
trigonneline in tested sample.
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Wstep

Opis botaniczny rosliny

Ornithopus sativus Brot. (seradela siewna, syn. fran-
cuska) to uprawna ro§lina pastewna nalezaca do rodziny
Fabaceae (bobowate) (1). Jest rosling rozgaleziona
0 pokroju poczatkowo wyprostowanym, z czasem pto-
zaca (2). Lodyga wznosi sie na wysokos¢ 30-90 cm (1).
Pedy sa smukle, dobrze wyksztalcone, krotko owlosione,
gesto ulistnione. Seradela ma cienkie, wykopodobne,
nieparzysto pierzastoztozone, siedzace liScie o dlugosci

3-7 cm, liczace od 19 do 35 szeroko umiejscowionych,
mniejszych listkéw o dlugosSci 4-13 mm i szerokoSci
3-6 mm. Sa one koloru niebieskawozielonego (2, 3).
Kwiaty sa szyputkowate, baldachopodobne o dhugosci
5-8 mm, typowego ksztattu, koloru od ré6zowego do
biatego, utozone w grupy od 2 do 7 (2). Seradela wytwa-
rza nasiona w skorzastych (tykowatych) strakach, ktore
moga by¢ podzielone na pojedyncze segmenty. Straki sa
splaszczone, proste albo nieznacznie skrecone, dlugosci
12-25 mm, waskie miedzy nasionami, zwezajace si¢ ku
gorze. Zawierajg od 3 do 7 pojedynczych dojrzewajacych
nasion. Straki wystepuja na wysokosci do 70 cm. Sera-
dela wyksztatca nasiona z6ttojasnobrazowe, podtuznego
ksztattu, dtugosci od 1,5 do 3 mm, w liczbie 350-450 000/
kg. Odznacza si¢ glebokim systemem korzeniowym,
dzigki ktéremu zdolna jest do zachowywania wilgoci
oraz sktadnikéw odzywczych w glebie (4).

Historia i wystepowanie

Seradela wystepuje gléwnie na suchych, piaszczystych
glebach Portugalii, zachodniej i centralnej cze$ci Europy,
w Australii i poludniowo-wschodniej czesci USA. Jest
powszechnie uprawiana rosling paszowa na Pétwyspie
Iberyjskim i niektorych obszarach potnocnej czesci Afry-
ki. W niektérych rejonach uzywana jest jako uprawna
rolina paszowa (zielona i sucha pasza) albo jako zielony
naw0z. Czesto ro$nie w posianym zbozu i stosowana jest
w ptodozmianach w celu wzbogacenia gleby w azot.

Historia uprawy seradeli siega X VIII wieku. Poczat-
kowo uprawiana byta w Portugalii, skad w XIX wieku
rozprzestrzenita sic na Europe Zachodnia i Srodkowa.
Ostatnio powierzchnie upraw w niektérych czeSciach
Europy ulegly zmniejszeniu. Intensywny program
upraw zostal ustanowiony w Australii w celu prze-
prowadzania krzyzéwek (hybrydyzacji), ktére zostaty
zastosowane, aby zwigkszy¢ postep hodowli (5). Ho-
dowcy upraw we Francji wprowadzili kilka odmian,
ktore sa szeroko stosowane i uzywane gtownie przez
Australijczykow (6). Zdarza sig, ze na terenach upraw-
nych roslina ta dziczeje (2).
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Cel pracy

Wiele roslin z rodziny Fabaceae, ze wzgledu na
bogactwo metabolitow wtérnych, wykazujacych
dziatanie farmakologiczne, jest uzywanych w me-
dycynie konwencjonalnej oraz ludowej. Sposréod
substancji aktywnych, wystepujacych w surowcach
nalezacych do tej rodziny, mozna wyrdznic: §luzy,
alkaloidy, kumaryny, saponiny steroidowe i triter-
penowe oraz w duzej iloSci flawonoidy. Zwiazki
biologicznie aktywne wystepuja w réznych czeSciach
ro§lin z rodziny bobowatych. Mozna je znalezé
zaréwno w kwiatach (7rifolii flos), korzeniach (Gly-
cyrrhizae radix), nasionach (Glycine semen, Cytisi
semen), jak rOwniez zielu (Meliloti herba, Trifolii
herba, Genistae herba).

Seradela siewna (Ornithopus sativus), nalezaca
do rodziny Fabaceae, jest ros§ling uprawna o zasto-
sowaniu paszowym, dlatego mozna przypuszczac, ze
nie zawiera ona zwigzkéw szkodliwych lub trujacych
dla organizmow zwierzecych. Ze wzgledu na fakt, ze
wiele roslin — przedstawicieli rodziny bobowatych jest
stosowanych w lecznictwie, mozna sadzié, ze seradela
réwniez moze zawiera¢ metabolity wtdrne o znaczeniu
farmakologicznym.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie i zopty-
malizowanie procesOw izolacji substancji aktywnych
z ziela Ornithopus sativus, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem zwigzkow flawonoidowych, zoptymalizowanie
warunkoéw rozdziatu metoda TLC uzyskanych zwiaz-
kow oraz wstepna ich identyfikacja.

Materiat i metody
Materiat roslinny

Do badan uzyto ziela seradeli siewnej (Ornithopus
sativus). Nasiona rosliny zakupione zostaly w firmie
Matopolska Hodowla Roslin HBP sp. z o.0., a na-
stepnie wysiane na terenie Ogrodu Botanicznego
w Mikolowie. Wysiewu nasion dokonano z koficem
kwietnia 2012 roku, a zbioru ziela w sierpniu tego
samego roku. Zebrane ziele wysuszono w zaciem-
nionym, przewiewnym pomieszczeniu. Wysuszony
materiat ro§linny przechowywano w ciemnym miejscu
w papierowych opakowaniach.

Do badan ziele wstgpnie pocieto, a nastgpnie drob-
no zmielono i przechowywano w ciemnych, szklanych
zamykanych naczyniach.

Reakcje jakosciowe

W celu zidentyfikowania wybranych grup zwiazkéw
farmakologicznie aktywnych w badanym materiale
wykonano reakcje charakterystyczne.

Obecnos¢ flawonoidéw zostata okreSlona za po-
moca reakcji:

— Shinody: do 1 ml ekstraktu metanolowego
(1 mg/ml) dodano opitkéw cynku i niewielka
objetos¢ stezonego kwasu solnego; pozytywny
wynik to zmiana barwy roztworu charakterystycz-
na dla danej grupy flawonoidéw: pomaranczowe
zabarwienie roztworu $wiadczy o obecnoci fla-
wonow, malinowoczerwone — flawonoli, a fiole-
towoczerwone — flawonondéw; brak zabarwienia
jest charakterystyczny dla chalkonéw i auronéw,

— reakcji z kwasem borowym: 2 ml ekstraktu
metanolowego 1 mg/ml odparowano do sucha
w porcelanowej parownicy, nastepnie do parow-
nicy dodawano kwasu bornego (3 ml) o stezeniu
3% oraz kwasu szczawiowego (roztwor 10%)
1 kolejny raz poddawano catkowitemu odparo-
waniu; sucha pozostato§¢ zawieszono w 10 ml
eteru dietylowego i obserwowano pod lampa
UV - fluorescencja w ultrafiolecie §wiadczy
0 obecnosci zwigzkow flawonoidowych.

Saponiny identyfikowano za pomoca préby pienienia:
odwazono 0,5 g ziela seradeli siewnej i przeniesiono
do kolby o pojemnosci 25 ml, nastepnie dodano 10 ml
1% wodnego roztworu taniny w celu stracenia substancji
biatkowych i przesaczono przez saczek do probdwki,
ktorej zawartoS¢ wytrzasano przez 2 minuty — utrzymy-
wanie si¢ piany na powierzchni roztworu przez 60 se-
kund $wiadczy o obecnoSci saponin w surowcu.

W celu zbadania obecnoéci garbnikéw wykorzysta-
no wyciag przygotowany w 50% metanolu (0,05 g/ml)
i wykonano:

— probe osadowa: do 1 ml wyciagu metanolowe-
go dodawano stopniowo 0,5% wodny roztwor
zelatyny — obecno$¢ osadu jest wynikiem pozy-
tywnym,

— reakcje z chlorkiem zelaza: do 1 ml wycia-
gu dodano kilka kropli 5% AICIL,; granatowe
zabarwienie Swiadczy o obecnosci garbnikow
hydrolizujacych,

— reakcje z odczynnikiem wanilinowym: do 1 ml
wyciagu dodano 0,25 ml roztworu waniliny
w kwasie solnym. W przypadku obecnosci garb-
nikéw skondensowanych wyciag zabarwia si¢ na
czerwono (7).

Ekstrakcja zwiqzkow farmakologicznie aktywnych

W celu wyizolowania aglikonéw flawonoidéw, do
2 g zmielonego ziela seradeli siewnej dodano 2 ml 2M
kwasu solnego i 10 ml acetonitrylu. Catos$¢ wytrzasa-
no 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie
plyn przesaczono przez saczek karbowany i catko-
wicie odparowano. Sucha pozostato$¢ rozpuszczono
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w 10 ml metanolu 80% i ponownie odparowywano
do objetosci 2 ml (8).

Dodatkowo dokonano modyfikacji hydrolizy kwa-
sowej glikozydow flawonoidowych:

— do 2 gzmielonego ziela seradeli siewnej dodano
5 ml acetonitrylu oraz 2 ml 2 M kwasu solnego.
Po dwugodzinnym wytrzasaniu i przesaczeniu
przez saczek karbowany ekstrakt odparowano
do suchej pozostatosci na szkietku zegarkowym.
Nastepnie dodano 5 ml metanolu 80% i zagesz-
czono do objetosci 2 ml,
do 2 g zmielonego ziela seradeli siewnej dodano
10 ml acetonitrylu oraz 2 ml 2 M kwasu solnego.
Calo$¢ wytrzasano przez 2 godz. i przesaczono
przez saczek karbowany. Ekstrakt odparowano
do suchej masy na szkietku zegarkowym. Na-
stepnie dodano 5 ml metanolu 80% i zagesz-
czono do objetosci 1 ml,
do 4 g zmielonego ziela seradeli siewnej dodano
4 ml 2 M kwasu solnego oraz 20 ml acetonitrylu.
Po dwugodzinnym wytrzasaniu wyciag przesaczo-
no przez saczek karbowany na szkietko zegarkowe
i odparowywano na tazni wodnej do suchej pozo-
statosci. Nastepnie dodano 5 ml metanolu 80%.

Glikozydy flawonoidowe izolowano z surowca zgod-
nie z opisem zamieszczonym w Farmakopei Polskiej
VI (9). Dokonano réwniez ekstrakcji pozwalajacych
na identyfikacje arbutyny, trygoneliny i zwiazkéw
kumarynowych, zgodnie z procedurami opisanymi
w piSmiennictwie (7, 10, 11).

Chromatografia cienkowarstwowa

Chromatografie cienkowarstwowa wykonywano
dwiema metodami — jedno- (1D TLC) i dwukierun-
kowa (2D TLC).

W chromatografii jednokierunkowej zastosowano
szereg ukladéw rozwijajacych, wskazanych w publi-
kacjach. Niektore uktady zmodyfikowano (tab. 1).
W 2D TLC wykorzystano kombinacje faz ruchomych
uzytych w 1D TLC (tab. 2). Jako fazy statej uzywano
plytek pokrytych Silica Gel 60 F254 (Merck). Jako
odczynnik wywotujacy zastosowano Natural Products

Reagent (Sigma).

Tab. 2. Wykaz zastosowanych uktadéw rozwijajacych

w 2D TLC

Kierunek 1

Kierunek 2

Dichlorometan:izopropanol
(28,5:1,5 v/v)

Toluen:chloroform:aceton
(40:25:35 v/v)

Dichlorometan:izopropanol
(28,75:1,25 v/v)

Toluen:chloroform:aceton
(40:25:35 v/v)

Dichlorometan:izopropanol
(25:5 v/v)

Toluen:chloroform:aceton
(40:25:35 v/v)

Dichlorometan
(30 v)

Toluen:chloroform:aceton
(40:25:35 v/v)

Dichlorometan:izopropanol
(28,75:1,25 v/v)

Octan etylu:kwas octowy:kwas
mréwkowy:woda
(100:11:11:27 v/v)

Dichlorometan:izopropanol
(28,75:1,25 v/v)

Chloroform:aceton:kwas
mréwkowy
(75:16,5:8,5 v/v)

Toluen:chloroform:aceton
(40:25:35 v/v)

Octan etylu:kwas octowy:kwas
mréwkowy:woda
(100:11:11:27 v/v)

Toluen:chloroform:aceton
(40:25:35 v/V)

Chloroform:aceton:kwas
mréwkowy
(75:16,5:8,5 v/v)

Toluen:chloroform:aceton
(40:25:35 v/v)

Dichlorometan:izopropanol
(28,75:1,25 v/v)

Tab. 1. Wykaz zastosowanych uktadéw rozwijajacych w 1D TLC

Rozpuszczalniki

Proporcje

Zrodto
literaturowe

Dichlorometan:izopropanol

95:5 (v/v)

(16)

Dichlorometan:izopropanol

97,5:2,5 (V/v)

(16)

Dichlorometan:izopropanol

90:10 (v/v)

(16)

Toluen:chloroform:aceton

40:25:35 (v/v)

(17)

Octan etylu:kwas octowy:kwas mrowkowy:woda

100:11:11:27 (v/v)

©)

Chloroform:aceton:kwas mréwkowy

75:16,5:8,5 (V/v)

(18)

Toluen:octan etylu:kwas octowy

14:6:1 (V/V)

N-propanol:metanol:woda

4:1:4 (v/v)

Octan etylu:metanol:woda

100:17:13 (v/v)
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Wyniki i dyskusja

Seradela siewna (Ornithopus sativus) jest ro§ling po-
wszechnie wystepujaca w Europie, Australii oraz USA.
Gatunek ten jest znany przede wszystkim jako roslina
uzytkowa i pastewna, lecz stabo zbadany pod katem
zawartosci zwigzkow farmakologicznie aktywnych. Do
tej pory w badaniach nad seradela siewng skupiono
sie przede wszystkim na analizie zawartoS§ci zwiazkow
steroidowych, takich jak brassinosteroidy (2). Seradela
siewna nalezy do rodziny Fabaceae, do ktorej zalicza
sie roSliny powszechnie stosowane w lecznictwie (m.in.
soja, nostrzyk czy lukrecja). Surowce lecznicze po-
zyskiwane z ro§lin nalezacych do tej rodziny bogate
sa w zwiazki farmakologicznie aktywne, takie jak
kumaryny i kwasy fenolowe, saponiny oraz wiele
innych substancji stosowanych w medycynie. RoSliny
lecznicze z rodziny Fabaceae zawieraja rowniez wiele
zwiazkow flawonoidowych. Dlatego tez celem pracy
byla identyfikacja zwigzkéw farmakologicznie aktyw-
nych w zielu Ornithopus sativus.

Aby zidentyfikowac grupy tych zwiazkow w badanym
materiale roSlinnym, wykonano reakcje charaktery-
styczne, wskazujace na obecno$¢ lub brak badanych
substancji. Lukrecja gtadka (Glycyrrhiza glabra), roSlina
nalezaca do rodziny bobowatych, jest Zrodtem surowca
leczniczego o zastosowaniu wykrztuSnym i ochronnym
na Sluzéwke zotadka. Swoje whasciwosci lecznicze za-
wdzigcza m.in. obecnosci saponin triterpenowych (12).
Ze wzgledu na fakt, Ze u niektérych przedstawicieli
rodziny Fabaceae s3a obecne saponiny, postanowio-
no sprawdzi¢, czy seradela siewna, réwniez nalezaca
do tej rodziny, zawiera tego rodzaju zwiazki. W tym
celu wykonano prébe pienienia. Negatywny wynik tej
proby, czyli brak utrzymujacej sie przez minute piany
na powierzchni wyciagu po 2-minutowym wytrzasaniu
sugeruje, Ze W surowcu saponiny nie sg obecne.

Na podstawie przeprowadzonych reakcji charakte-
rystycznych stwierdzono obecno$¢ garbnikéw w zielu
Ornithopus sativus. Wedtug danych piSmiennictwa,
skondensowane garbniki zostaly wykryte w wielu ro-
§linach, w tym w roslinach bobowatych (13). Obecnos$¢
garbnikow skondensowanych w roslinach bobowatych
tlumaczy ich wykorzystanie jako pasz w rolnictwie,
gdyz zapobiegaja u przezuwaczy wystapieniu niestraw-
nosci i chronia biatka pokarmowe przed drobnoustro-
jami. Izolowano je z Trifolium repens czy Trifolium
arvense. Badania nad seradelg siewna przeprowadzone
w niniejszej pracy dowiodly, ze ziele tej ro§liny zawie-
ra zwiazki o charakterze garbnikéw pirogalolowych
i pirokatechinowych.

Garbniki pirokatechinowe naleza do grupy garb-
nikéw skondensowanych, natomiast pirogalolowe sa

stosunkowo nietrwate i fatwo hydrolizuja, uwalniajac
kwas galusowy lub elagowy (14). Biologiczne i farma-
kologiczne dziatanie garbnikéw uzaleznione jest Scisle
od ich struktury. Garbniki hydrolizujace sktadaja si¢
z kwasu galusowego lub elagowego oraz czastecz-
ki cukru. W organizmie ludzkim moga zmniejszaé
dostepnos¢ zelaza i prowadzi¢ do anemii. Garbniki
skondensowane nie wchodzg w interakcje z zelazem
i nadaja si¢ do konsumpcji i lecznictwa. Izolowano je
z takich roslin, jak sosna zwyczajna (Pinus silvestris),
jabton (Malus sp.), z czerwonego wina i cynamo-
nu (Cinnamomum sp.). Garbniki skondensowane
wedtug badan wykazuja szereg wtasciwosci leczni-
czych. U pacjentéw z defektem wydzielania mucyny
przez komorki kubkowe zmniejszaja stan zapalny
w przewodzie pokarmowym podczas toczacego sie
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego, tworzac
na powierzchni przewodu pokarmowego warstwe
ochronng. Dziatajg przeciwbakteryjnie wobec Staphy-
lococcus aureus, a takze wobec bakterii z gatunkéw
Bacillus subtilis i Pseudomonas aeruginosa (pateczka
ropy biekitnej). Dzigki tym wlasciwo$ciom pomagaja
utrzymac prawidtowa flore bakteryjna przewodu po-
karmowego (15).

Flawonoidy to powszechnie wystepujace zwiazki
w ro§linach z rodziny Fabaceae. Ich obecnosci w zielu
O. sativus dowiodly przeprowadzone reakcje jako-
Sciowe. Na podstawie koloru uzyskanego w reakcji
Shinody stwierdzono flawonoidy w zielu badanej
ro§liny.

Identyfikacje zwiazkéw aktywnych farmakologicz-
nie, gléwnie flawonoidowych, w zielu seradeli siew-
nej przeprowadzano w oparciu o metode cieczowej
chromatografii cienkowarstwowej — TLC. Do analizy
wykorzystano dwa typy tej metody (jedno- i dwukie-
runkowa) oraz r6zne uktady rozwijajace w celu osig-
gniecia jak najlepszej rozdzielczosci chromatogramaéw.
Hydroliza glikozydéw flawonoidowych umozliwita
lepszy rozdziatl i doktadniejsza identyfikacje zwiazkow
zawartych w badanym materiale ro§linnym. Proby jej
optymalizacji, polegajacej na zmianach co do iloSci
stosowanego kwasu solnego i acetonitrylu, nie powo-
dowaly polepszenia otrzymywanych chromatogramow.
Pozytywne okazaly si¢ jednak zmiany w ilo§ci dodawa-
nego koncowo metanolu i maksymalne zageszczanie
otrzymywanych wyciagéw.

Faza ruchoma - octan etylu:kwas octowy:kwas
mrowkowy:woda 100:11:11:27, opisana w Farmako-
pei Polskiej VI (9), pozwolita na uzyskanie bardzo
dobrego rozdziatu kwaséw fenolowych (ferulowego),
rutozydu, kemferolu, kwercetyny i apigeniny, jednak
byta nieodpowiednia do rozdziatu izoflawonéw, gdyz
jak zaobserwowano, wzorce tych zwiazkdw migrowaty
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z czolem rozpuszczalnika. Taka kombinacja rozpusz-
czalnikdw umozliwila réwniez doktadna identyfikacje
kemferolu i apigeniny, ktére w innych uktadach wy-
kazywaly zblizone wartoSci R, i barwe z6ttg. Uktady
rozwijajace — dichlorometan:izopropanol 28,75:1,25
v/v, chloroform:aceton:kwas mréwkowy 75:16,5:8,5
v/v oraz toluen:chloroform:aceton 40:25:35 v/v (16-18)
zastosowane zostaly do rozdziatlu aglikonéw flawono-
idowych. Pomocny w identyfikacji zwiazkow okazat si¢
odczynnik wywotujacy (Natural Products Reagent),
ktéry pogtebiat barwy zwiazkéw na chromatogramach
— barwy wywotywanych zwiazkéw réznily sie przed wi-
zualizacja i po wizualizacji tym odczynnikiem. Dzigki
zastosowaniu metody jednokierunkowej cieczowej
chromatografii cienkowarstwowej mozliwe byto zi-
dentyfikowanie kwercetyny, kemferolu, glabrydyny,
genisteiny, apigeniny, kwasu chlorogenowego oraz
umbeliferonu w zielu Ornithopus sativus.

W przypadku dwukierunkowej chromatografii TLC
wykorzystano wybrane uktady zastosowane w meto-
dzie jednokierunkowej. Dzieki r6znym kombinacjom
ukladéw stosowanych w chromatografii dwukierun-
kowej mozna byto zoptymalizowa¢ proces rozdziatu
zwiazkow w ekstraktach, a uzyskane chromatogramy
cechowaly sie duzo lepsza rozdzielczoScia. Wykorzy-
stanie tej modyfikacji metody TLC pozwolito wykry¢
1 zidentyfikowaé wigksza iloS§¢ zwiazkéw aktywnych.

Najlepszy rozdziat identyfikowanych zwiazkéw
uzyskano zestawiajac ze soba uktady toluen:chloro-
form: aceton (40:25:35 v/v) (kierunek 1) i dichloro-
metan:izopropanol w modyfikacji (28,75:1,25 v/v) (kie-
runek 2) oraz toluen:chloroform:aceton (40:25:35 v/v)
(kierunek 1) i chloroform:aceton:kwas mrowkowy
(75:16,5:8,5 v/v) (kierunek 2).

W uktadzie dichlorometan:izopropanol (28,75:1,25
v/v) — toluen:chloroform:aceton (40:25:35v/v) stwier-
dzono obecno$¢ daidzeiny, ramnetyny, kwasu kawowe-
go, ferulowego oraz hesperydyny, ktore w chromato-
grafii jednokierunkowej byly niewykrywalne. Ponadto
potwierdzono obecnos$¢ zwigzkéw zidentyfikowanych
w metodzie jednokierunkowej. Natomiast odwrdce-
nie kolejnosci tych uktadéw umozliwito dodatkowo
zidentyfikowanie biochaniny A.

Analiza chromatograficzna pozwolita na wykry-
cie w zielu seradeli siewnej zwiazkéw flawonoido-
wych, takich jak kwercetyna, kemferol, glabrydyna,
genisteina, apigenina, luteolina, formononetyna,
mirycetyna, daidzeina, ramnetyna, hesperydyna i bio-
chanina A oraz nastepujacych kwasow fenolowych:
kawowego, ferulowego oraz chlorogenowego. Zi-
dentyfikowane w zielu O. sativus zwiazki wystepuja
rowniez w innych roslinach, ktére maja zastosowanie
w medycynie.

Kemferol, ktéry wykryto w zielu seradeli, po-
wszechnie wystepuje w roslinach, wykazuje dziatanie
przeciwzapalne, przeciwutleniajace i ochronne na
uktad krazenia. Obecny jest m.in. w herbacie chin-
skiej (Camellia sinensis). Flawonoid ten wystgpuje
rowniez u innych przedstawicieli rodziny Fabaceae,
m.in. w traganku Astragalus corniculatus (19), réznych
gatunkach fasoli z rodzaju Vigna (20) czy w bobie (Vi-
cia faba) (21).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wykazaly, ze
ziele seradeli zawiera przeciwutleniajaca kwercetyne.
Podobnie jak w przypadku kemferolu, zwiazek ten
w najwiekszych iloSciach wystepuje w czarnej her-
bacie (Camellia chinensis). 1dentyfikowana réwniez
w roSlinach z rodziny Brassicaceae (Brassica oleracea
- rzepak), Alliaceae (Allium sativum — czosnek) i So-
lanaceae (Capsicum annuum — papryka zielona i czer-
wona). Podobnie jak kemferol, kwercetyna réwniez
wystepuje w roslinach nalezacych do rodziny Fabaceae,
takich jak fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris), groch
zwyczajny (Pisum sativum) oraz soja zwyczajna (Gli-
cynne max) (22).

W zielu seradeli siewnej wykryto rowniez mirycety-
ne oraz luteoline. Luteolina wykrywana byta wcze$niej
w zielonym i czerwonym chilli, brokutfach i lisciach
cebuli. Zaréwno mirycetyna, jak i luteolina wykazuja
dziatanie przeciwutleniajace i obecne sa u innych
przedstawicieli rodziny Fabaceae. Mirycetyna znajduje
sie w wyce kosmatej (Vicia villosa), a luteolina w lu-
cernie siewnej (Medicago sativa) (22, 23).

Przeprowadzenie chromatografii cienkowarstwowej
jedno- i dwukierunkowej wyciagu z ziela seradeli po-
zwolito na wykrycie wielu innych zwiazkow, takich jak
apigenina, kwas chlorogenowy, kwas kawowy, kwas
ferulowy oraz hesperydyna. Hesperydyna obecna
jest powszechnie w pomaranczach i cytrynach. Cze-
sto towarzyszy witaminie C. Pomaga w zmniejszaniu
obrzekdw nég, powstajacych na skutek nadmiernego
zatrzymywania wody w organizmie. Dziata najskutecz-
niej, gdy podaje si¢ ja wraz z witaming C w zwiek-
szonej kruchoSci naczyn krwiono$nych. Hesperydyna
wykazuje udokumentowane wtasciwosci przeciwbak-
teryjne i przeciwgrzybicze. Zawarta w pomaranczy
gorzkiej (Citrus aurantium) dziala przeciwwirusowo,
przeciwnowotworowo, przeciwalergicznie, przeciw-
utleniajaco, immunomodulujaco i regulujaco na po-
ziom estrogenow (24). Apigenina — zwiazek o dzia-
laniu przeciwutleniajacym i przeciwnowotworowym
— wystepuje w owocach i warzywach, m.in. w kapu-
Scie pekinskiej, papryce, czosnku, selerze i guawie.
Apigening, oprocz seradeli siewnej, wykryto takze
w innej roSlinie z rodziny bobowatych — w grochu
zwyczajnym (Pisum sativum) (22).
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Kwasy fenolowe sa powszechnie wystepujacymi
zwiazkami w wielu ro§linach i produktach spozyw-
czych pochodzenia roSlinnego. Obecnie zaintereso-
wanie kwasami fenolowymi znacznie wzrasta z uwagi
na ich lecznicze wtasciwoSci. Wszystkie trzy wykryte
w seradeli kwasy fenolowe — chlorogenowy, ferulo-
wy i kawowy — zaliczane sa do kwaséw hydroksycy-
namonowych. Kwas chlorogenowy zidentyfikowany
w seradeli siewnej jest gldownym zwiazkiem czynnym
zielonej kawy (Coffea canephora). Wedtug najnow-
szych doniesien konsumpcja ziaren zielonej kawy
powoduje hipotensyjne dzialanie u zwierzat i ludzi,
a takze pomaga w obnizaniu masy ciala i usprawnianiu
metabolizmu glukozy (25).

W ekstrakcie z ziela seradeli wykazano rowniez
obecno$¢ kwasu ferulowego, za zZrédlo ktérego po-
wszechnie uwaza si¢ roSliny stosowane w chinskiej me-
dycynie ludowej, takie jak Angelica sinensis (dziggiel
chinski) i Cimicifuga heracleifolia (pluskwica barszczo-
listna), nalezace do rodziny Ranunculaceae. Kwas ten
wykazuje dzialanie przeciwutleniajace, antybiotyczne,
przeciwzakrzepowe oraz przeciwnowotworowe. Do-
datkowo moze by¢ stosowany w zapobieganiu cho-
robom serca, w celu obnizania poziomu cholesterolu
oraz jako czynnik zwigkszajacy zywotno§¢ plemnikow.
Powszechnie stosowany w przemySle, jako substrat
do produkcji waniliny i srodkéw ochrony skory (26).
Kwas kawowy zapobiega utlenianiu lipidéw o malej
gestoSci. Dziala przeciwbakteryjnie w stosunku do
bakterii Bacillus. Zidentyfikowany zostal miedzy in-
nymi w wiesiotku (Oenothera) (27).

Biorac pod uwage wykrycie w zielu seradeli siewnej
zwiazkow farmakologicznie aktywnych o charakterze
izoflawondw, nalezy zwrdci¢ uwage na ich farmako-
logiczne i uzytkowe wtasciwosci. Izoflawony stanowia
podgrupe fitoestrogenéw, naturalnych substancji po-
chodzenia roSlinnego, majacych strukture chemiczna
podobna do 17-B-estradiolu. Wywolany przez nie
efekt SciSle zalezy od poziomu endogennego estra-
diolu, poniewaz izoflawony i endogenny estradiol
konkuruja o miejsce przylaczania sie do receptora
estrogenowego. W okresie postmenopauzalnym, gdy
poziom endogennego estradiolu u kobiet jest niski,
izoflawony dostarczane w postaci pozywienia lub
suplementacji odgrywaja znaczaca role w utrzyma-
niu homeostazy hormonalnej organizmu. Izoflawony
powszechnie wystepuja w rodzinie Fabaceae, a takze
w takich rodzinach, jak Asteraceae, Iridaceae, Miristi-
ceae 1 Rosaceae.

Wykryte w seradeli siewnej fitoestrogeny: geniste-
ina i daidzeina wykazuja szereg wtaSciwosci leczni-
czych i stosowane sa w medycynie. Nasiona soi, ktore
maja duza zawartos¢ izoflawondw, gtéwnie genisteiny

i daidzeiny, wykazuja dzieki nim wtasciwoSci prze-
ciwutleniajace oraz chronigce uktad krazenia przed
niekorzystnym wplywem lipoprotein o malej gesto-
$ci (LDL). Zmniejszaja ryzyko chordb serca przez
obnizenie poziomu catkowitego cholesterolu, a takze
lipoprotein LDL. Izoflawony fagodza réwniez objawy
okresu menopauzalnego. Jak wykazano, genisteina
hamuje dziatanie enzymoéw, takich jak kinaza tyrozy-
nowa i topoizomeraza I, stymulujacych proliferacje
komorek endotelialnych, hamujac w ten sposdb angio-
geneze wywolywang przez czynniki nowotworowe. Ma
to istotne znaczenie w zapobieganiu i leczeniu raka
piersi (28). Naturalne izoflawony stanowia wiec dosko-
nala alternatywe dla hormonalnej terapii zastepczej,
mogacej okazac si¢ negatywna w skutkach z powodu
ryzyka wystapienia raka piersi, raka §luzéwki macicy
lub choréb uktadu krazenia (29).

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania
wykazaly w zielu seradeli obecno$¢ formononetyny.
Zwiazek ten jest naturalnie wystgpujacym izoflawo-
nem, ktéry w niewielkich iloSciach obecny jest w wielu
produktach spozywczych. Najwiekszym jednak Zro-
dtem tego flawonoidu sa rosliny zaliczane do rodziny
Fabaceae. Jest gtébwnym zwiazkiem farmakologicz-
nie aktywnym tragankow: Astragalus membranaceus
oraz Astragalus mongolicus. Zostal zidentyfikowany
rowniez w lukrecji gtadkiej (Glycyrrhiza glabra) oraz
lukrecji chinskiej (Glycirrhiza uralensis). Ponadto
niewielkie iloSci formononetyny wystepuja rowniez
w marchwi (Daucus carota) z rodziny Apiaceae, sata-
cie lodowej z rodziny Asteraceae, kalafiorze z rodziny
Brassicaceae oraz w czerwonych ziemniakach (29).

Zidentyfikowana w zielu seradeli siewnej glabrydy-
na wystepuje przede wszystkim w korzeniach lukrecji
gtadkiej (Glycyrrhiza glabra) (30). Jednak wcze$niej-
sze badania nad seradela rowniez donosily na temat
obecno$ci glabrydyny w seradeli siewnej (2).

Biochanine A, ktorg takze zidentyfikowano w zielu
seradeli siewnej, mozna znalez¢ w rodzaju Trifo-
lium, ktory jest bogaty w ten izoflawon. Zwiazek ten
obecny jest takze w innych rodzinach niz Fabaceae.
Powszechnie wystepuje w gatunkach ro§lin naczy-
niowych, w wiekszosci nalezacych do rodziny roSlin
bobowatych oraz w wielu gatunkach traw i zb6dz (Gra-
minae) (31).

Zawarto$¢ zwiazkow farmakologicznie aktywnych
w surowcach roSlinnych jest zwiazana z procesami
metabolicznymi zachodzacymi w organizmie rosliny.
Izoflawony, ktére wykazuja dziatanie lecznicze u ludzi,
u ro§lin z rodziny Fabaceae petnia role przekaznikowa
— sa sygnatami chemicznymi wysytanymi przez rosliny,
celem utworzenia symbiozy z bakteriami brodawko-
wymi. Jak powszechnie wiadomo, roS§liny bobowate
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wykorzystywane sa nie tylko w lecznictwie, ale takze
jako roSliny uzytkowe wzbogacajace glebe w azot.
Wzbogacanie gleby w azot jest wynikiem wzajemnego
wspotzycia roslin z rodziny Fabaceae z bakteriami
brodawkowymi. Korzysci wynikajace z tego procesu
sa obopodlne, gdyz zwigzany przez bakterie azot z at-
mosfery przetwarzany jest na amoniak oraz glutamine
i w takiej postaci dostarczany roslinom. Z kolei rosliny
dostarczaja bakteriom zwiazkéw wegla niezbednego
do ich prawidtowego rozwoju. Pochodzace z symbiozy
oraz samodzielnie zwigzane z gleby zwiazki azotu
ro§liny z rodzaju Fabaceae gromadza na przyktad
w korzeniu albo lisciach (32).

Ze wzgledu na fakt, ze roSliny te prowadza sym-
bioze z bakteriami brodawkowymi, przypuszczano, ze
w badanym materiale roslinnym seradeli siewnej beda
znajdowac sie zwiazki uczestniczace w transdukcji sy-
gnatu procesu symbiozy. Procesy tworzenia brodawek
1 wigzania azotu atmosferycznego sa wysoce swoiste
dla danego gatunku ro§liny, a bakterie wiazace azot
zawieraja ograniczong liczbe gatunkdéw zywicielskich.
Przyktad stanowi bakteria Rhizobium leguminosarum,
oddziatywajaca z wykami lub grochem, czy Bradyrhi-
zobium japonicum, wchodzaca w symbioze z syste-
mem korzeniowym soi (33). Kazdy rodzaj bakterii
ma swoiste aktywatory chemiczne pobudzajace do
tworzenia nowych brodawek korzeniowych, dzieki
czemu mozliwe jest odrdznienie gospodarza od innych
ro§lin bobowatych (34). U soi izoflawony, takie jak
genisteina i daidzeina, stanowia najsilniejsze aktywa-
tory czynnikéw transkrypeyjnych genéw nod. Seradela,
podobnie jak soja, wchodzi w symbioze z bakteriami
Bradyrhizobium japonicum (35). Ze wzgledu na fakt,
Ze genisteina i daidzeina sg czynnikami sygnalizuja-
cymi rozpoczecie procesu symbiozy w soi, powinny
by¢ obecne réwniez w seradeli. Badania wykonane
w niniejszej pracy potwierdzily obecno$¢ tych zwiaz-
kéw. W badanej seradeli siewnej wystepuja zarow-
no hesperydyna, apigenina i luteolina, jak rowniez
genisteina i daidzeina, ktére odgrywaja znaczaca
role w regulacji sygnalow pomiedzy bakteriami a ich
swoistym gospodarzem (34, 36).

U niektorych gatunkow z rodziny Fabaceae wyste-
puja zwiazki o charakterze kumaryn — w nostrzyku
lub lucernie (37), wzglednie alkaloidéw, takich jak
trygonelina, obecnych m.in. w kozieradce pospoli-
tej (Trigonella foenum-graecum) oraz soi zwyczaj-
nej (Glycine max) (10, 38). Dlatego oprécz analizy
zawartoSci zwiazkéw flawonoidowych, metode TLC
wykorzystano do wykrywania kumaryn i trygoneliny
w badanym materiale roslinnym. Dzigki wykorzysta-
niu uktadu toluen:octan etylu:kwas octowy (14:6:1
v/v) (11) mozna bylo stwierdzi¢ obecno$¢ zwiazkow

o charakterze kumaryn, takich jak umbeliferon w zie-
lu seradeli siewnej. Kumaryny, oprdocz rodziny Fa-
baceae, powszechnie wystepuja w takich rodzinach
jak Asteraceae, Apiaceae i Rutaceae. Stanowia duza
grupe wtornych metabolitow. Wykazano, ze niektore
kumaryny, a w§rdd nich wykryty w seradeli siewnej
umbeliferon, wykazuja wtasciwosci allelopatyczne.
Allelopatyczne interakcje pomiedzy roSlinami a in-
nymi organizmami moga by¢ alternatywa dostoso-
wania syntetycznych herbicydéw i pestycydéw (37).
Uktad przeznaczony do rozdziatu trygoneliny — n-pro-
panol:metanol:woda (4:1:4 v/v) (10) okazal si¢ od-
powiedni do wykrycia tego alkaloidu, gdyz wzorzec
nie migrowal wraz z czolem rozpuszczalnika, jednak
nie zaobserwowano obecnosci tego zwiazku w zielu
O. sativus.

W badaniach przedstawionych w niniejszej pra-
cy zastosowano rowniez uktad rozwijajacy, umoz-
liwiajacy wykrycie w surowcu glikozydéw fenolo-
wych, takich jak arbutyna — octan etylu:metanol:
woda (100:17:13 v/v) (7). Zwiazek ten wystepuje
u przedstawicieli rodziny Fabaceae, takich jak nostrzyk
26tty (Melilotus officinalis) czy esparceta siewna (Ono-
brychis viciifolia) (12, 39), jednak nie stwierdzono jego
obecnosci w zielu seradeli.

Podsumowanie

Izolacja i identyfikacja za pomoca chromatografii
duzej liczby izoflawonow w zielu seradeli siewnej
wymaga dalszych badan i moze w przysztosci zaowo-
cowac zastosowaniem tej roSliny w lecznictwie.
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