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SUMMARY

Introduction. Mother of thousands (Kalanchoe daigremontiana) in folk medicine is applied in the form of compresses fresh, crushed
leaf, or juice of the leaves of inflammation of the skin, burns and wound healing.

Aim. The aim of the study was to compare the anti-inflammatory and antioxidant properties of juices obtained from the leaves of
K. daigremontiana, as well as to determine the content of the polyphenols and flavonoids.

Material and methods. Compared the anti-hyaluronidase activity and antioxidant potential (DPPH and FRAP) of juices from K. dai-
gremontiana using a spectrophotometric methods. Moreover, total phenolic content and total flavonoid content were determined by
spectrophotometric methods, with the Folin-Ciocalteu reagent (FC) and AICI, reagent respectively.

Results. The obtained results indicate that the juice prepared from the leaves is characterized by a higher content of active compounds
and shows a higher anti-inflammatory and antioxidant activity than the commercial preparation.

Conclusions. Juices from K. daigremontiana could be helpful in the treatment of skin diseases.
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STRESZCZENIE

Wstep. Zyworddka daigremonta (Kalanchoe daigremontiana) w lecznictwie ludowym stosowana jest w postaci oktadow ze swiezych,
zmiazdzonych lisci lub soku z lisci w stanach zapalnych skory, oparzeniach i trudno gojqcych sie ranach.

Cel pracy. Celem badari bylo poréownanie wtasciwosci przeciwzapalnych i przeciwutleniajqcych soku otrzymanego z lisci zy-
worddki daigremonta we wlasnym zakresie oraz preparatu handlowego, a takze oznaczenie w nich zawartosci sumy polifenoli
i flawonoidow.

Materiat i metody. Porownano zdolnos¢ hamowania aktywnosci hialuronidazy oraz aktywnosc przeciwutleniajqcq (FRAP i DPPH)
badanych sokéw metodami spektrofotometrycznymi. Zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych i flawonoidow w sokach z lisci oceniono
przy uzyciu metod spektrofotometrycznych z uzyciem odpowiednio odczynnikéw Folin-Ciocalteu (FC) i AICL,

Wyniki. Uzyskane wyniki wskazujq, ze sok z lisci otrzymany we wltasnym zakresie charakteryzuje sie wyzszq zawartoscig zwigzkow
biologicznie aktywnych oraz wykazuje wyzszq aktywnos¢ przeciwzapalng i przeciwutleniajgcq niz preparat handlowy.

Whrioski. Soki z zyworddki daigremonta mogg by¢ stosowane pomocniczo w stanach zapalnych skory.

Stowa kluczowe: zyworddka daigremonta, polifenole, aktywno$¢ antyoksydacyjna, aktywno§¢ przeciwzapalna

Wstep nalezacym do rodziny Gruboszowatych (Crassulaceae),

Zyworédka daigremonta (Kalanchoe daigremontiana — jednym ze 150 gatunkéw z rodzaju Kalanchoe. W sta-
Raym. — Hamet & H. Perrier; syn. Bryophyllum daigre- nie naturalnym preferuje ona podtoza piaskowcow
montianum, ang. Mother of thousands) jest sukulentem lub wapieni wystepujacych na terenach krajow
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tropikalnych i subtropikalnych Afryki, Azji (wyspy
Oceanu Indyjskiego) oraz Ameryki Pétnocnej (1, 2).
W klimacie umiarkowanym uprawiana jest w szklar-
niach i w doniczkach (3).

Kalanchoe daigremontiana jest roslina wieloletnia.
F.odyga jest prosta, pojedyncza, wzniesiona na wy-
sokos¢ od 30 do 100 cm. LiScie sa migsiste, ksztattu
lancetowatego, barwy ciemnozielonej z fioletowy-
mi lub czerwonobrunatnymi plamami na spodniej
stronie (1, 3, 4). Charakterystyczna cecha sa ich
zabkowane brzegi z purpurowymi rozmndézkami
pakowymi (tzw. bulbillami) (4), ktore powstaja
w zagltebieniach liSci z komdrek merystematycznych
i stuza do rozmnazania wegetatywnego ro§liny (5).
Zjawisko rozwijania si¢ mtodych roslin na ro§linie
macierzystej nazywa si¢ zyworodnoScia, stad wzieta
si¢ polska nazwa rodzaju Kalanchoe. Kwiatostanem
jest wiecha z kilkoma skupiskami wiszacych kwiatow
ksztattu dzwonkowatego i barwy szarawopurpurowej
do czerwonej (4).

W Polsce i na Swiecie dostepne sa preparaty lecz-
nicze oraz kosmetyczne oparte na dwoch gatunkach
z rodzaju Kalanchoe: zyworddki pierzastej (Kalanchoe
pinnata (Lam.) Person, Bryophyllum pinnatum (Lam.)
Oken) oraz zyworddki daigremonta. Preparaty z zy-
worddki pierzastej czasami blednie opisywane sa przez
producentow jako preparaty z K. daigremontiana.
Zyworddka pierzasta w odréznieniu od zyworddki da-
igremonta nie tworzy licznych rozmnozek na brzegach
lisci. Rozmndézki pojawiaja sie na brzegach owalnych
liSci, pomiedzy ich zabkami, zwykle po odlamaniu
i opadnieciu liScia na podtoze. R6znice w budowie
morfologicznej obu gatunkéw przedstawiono na ry-
cinie 1a, b.

Sktad chemiczny zyworddki daigremonta jest do-
brze poznany. W liSciach K. daigremontiana stwier-
dzono obecnosé¢ flawonoidéw (pochodnych kemfe-
rolu i kwercetyny) (6), kwaséw organicznych (chlo-
rogenowy, ferulowy, galusowy, kawowy, p-kumarowy,
protokatechowy, syryngowy, B- i y-rezorcylowy,

jabtkowy) (7, 8), jak rowniez witaminy E (w formie
B-, y- 1 8-tokomonoenolu oraz a-, y- i 3-tokoferolu) (9)
oraz makroelementow (wapn, potas, sod). W cze-
Sciach nadziemnych i korzeniu rosliny wystepuja ste-
role (2, 10), triterpeny (11-okso-epi-f-amyryna) (2)
oraz bufadienolidy (11-13).

Dla gatunku K. daigremontiana dostgpne sa nie-
liczne badania dotyczace aktywnosci biologicznej,
w ktorych udowodniono m.in. dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe (2), przeciwwirusowe (6), przeciw-
utleniajace (7, 14, 15), cytotoksyczne (2, 7, 16) oraz
owadobdjcze (13).

Zyworédka daigremonta stosowana jest w medy-
cynie ludowej wewnetrznie w zapaleniu stawow, jako
Srodek przeciwgoraczkowy, przeciwkaszlowy i prze-
ciwwrzodowy (6). W tradycyjnej medycynie chinskiej
wykorzystywana jest jako Srodek przeciwwymiotny
i przeciwkaszlowy (17). Natomiast oktady ze $wie-
zych, zmiazdzonych lisci lub soku z liSci stosowane
sa w trudno gojacych sie ranach (18).

Z uwagi na waski indeks terapeutyczny oraz ryzyko
powstania kardiotoksyczno$ci, spowodowany obec-
noScig bufadienolidéw w zyworddce daigremonta,
nie zaleca si¢ stosowania do wewnatrz preparatéw
sporzadzonych z tego gatunku (14).

Cel pracy

Celem pracy bylo poréwnanie wlasciwosci przeciw-
zapalnych i przeciwutleniajacych soku otrzymanego
z liSci zyworddki daigremonta we wlasnym zakresie
oraz preparatu handlowego, oznaczenie w nich za-
wartoS$ci sumy polifenoli i flawonoidéw.

Materiat i metody

W badaniach wykorzystano produkt handlowy fir-
my Dermesa (zakupiony w styczniu 2018 roku) — sok
z K. daigremontiana konserwowany spirytusem (23-
25% etanolu w 100 ml produktu), btednie okreslony
przez producenta jako sok z zyworddki pierzastej, oraz
sok z lisci K. daigremontiana wyci$niety we wlasnym

al

b

Ryc. 1a, b. Charakterystyka botaniczna zyworddki daigremonta (a) i zyworddki pierzastej (b)

(a
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zakresie. LiScie zyworddki daigremonta zebrano
w Ogrodzie Farmakognostycznym Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w 2017 roku. Sok uzyskano
poprzez zmiksowanie liSci, a nastepnie wyciSniecie go
przez gaze jatowa. Z 400 g surowca otrzymano 385 ml
soku. Nastepnie w cylindrze miarowym o pojemnosci
100 ml odmierzono 77 ml soku i uzupetniono 23 ml
etanolu, w celu otrzymania produktu analogicznego
do soku firmy Dermesa.

Badania aktywnosci biologicznej

Badanie zdolnosci hamowania aktywnosci
hialuronidazy

Hamowanie aktywnoSci hialuronidazy oznaczo-
no metoda spektrofotometryczna opisana przez
Studzinska-Sroke i wsp. (19). Do studzienek plyt-
ki 96-dotkowej odmierzano kolejno 25 ul bufo-
ru (50 mmol, pH = 7,0 zawierajacego 77 mmol NaCl
i 1 mg/ml albuminy), 25 ul hialuronidazy (30 jedn./
ml buforu octanowego o pH = 7,0), 10 ul soku
oraz 15 ul buforu octanowego (pH = 4,5). Plytke
inkubowano przez 15 minut w temperaturze 37°C,
dodano 25 ul kwasu hialuronowego (HA) (0,3 mg/
ml buforu octanowego o pH = 4,5) i ponownie
inkubowano w temperaturze 37°C przez 45 mi-
nut. Nastepnie dodano 200 ul roztworu 2,5%
CTAB (bromek heksadecylotrimetyloamonio-
wy) w 2% NaOH o pH 12,0. Absorbancj¢ mie-
rzono przy dtugosci fali A = 600 nm (Multiskan
GOx1510, Thermo Fisher Scientific, Finlandia) po
10-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowe;j.
Dla kazdego soku przygotowano po trzy préby.
W trakcie oznaczenia przygotowano rowniez dwie
proby Slepe, w ktorych 10 ul soku zastapiono 10 ul
wody do wstrzykiwan (préba §lepa 1) oraz 25 ul
hialuronidazy zastapiono 25 ul buforu octanowe-
go (proba Slepa 2). Z uzyskanych wynikéw obli-
czono procentowa zdolno§¢ hamowania aktywnosci
hialuronidazy przez soki z zyworddki daigremonta,
wedtug ponizszego wzoru:

Zdolno$¢ hamowania T, c
. . = —— %100
hialuronidazy (%) T, - T.

T, - Srednia absorbancja proby badanej (enzym + HA
+ substancja badana),

T. — Srednia absorbancja proby Slepej 1 (enzym +
HA),

T, — Srednia absorbancja proby slepej 2 (HA + sub-
stancja badana).

Badanie aktywnosci przeciwutleniajgcej metodg DPPH

Badanie przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej
metody Brand-Williamsa i wsp. (20). Pomiar zdolnosci
antyoksydacyjnej wykonano za pomoca syntetyczne-
go rodnika DPPH" (2,2-difenylo-2-pikrylohydrazyl).
Do probdéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml
dodawano kolejno po 0,2 ml wodnych rozciefczen
sokow (co odpowiadato zawartosci 4, 18, 32 ul soku
w prébie), a nastepnie roztwor rodnika DPPH* w ilo-
Sci 1,4 ml. Kazda probe wymieszano w wytrzasarce
typu Vortex i inkubowano przez 30 minut w ciemnym
miejscu. Absorbancje mierzono (spektrofotometr
UV/VIS Lambda 35, Perkin-Elmer) przy dlugosci
fali A = 517 nm, wobec préby odniesienia, kto-
ra stanowil metanol. Dla kazdego rozcieficzenia
przygotowano po 6 prob. Na podstawie uzyskanych
wartosci absorbancji obliczono procentowy stopien
zmiatania rodnikéw DPPH" przez badane soki we-
dtug ponizszego wzoru:

Stopiefi zmiatania _ 7 V— _Apréby %100
rodnika DPPH" (%) A
DPPH
A ppy- — Srednia absorbancja roztworu rodnika
DPPH",

A,y — Stednia absorbancja préby badanej.

Badanie aktywnosci przeciwutleniajgcej metodq FRAP

Oznaczenie przeprowadzono wedtug zmodyfiko-
wanej metody Tiverona i wsp. (21). Do probéwek
typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml dodawano kolej-
no: 30 ul wodnych rozcienczef sokéw (co odpowia-
dato zawartosci 3,6; 5,4; 7,2 ul soku w prébie), a na-
stepnie przygotowana mieszaning FRAP (25,0 ml
buforu octanowego o pH = 3,6; 2,5 ml 10 mmol
roztworu TPTZ - 2,4,6,-tris(2-pirydylo)-S-triazyny
w 40 mmol HCI oraz 2,5 ml 20 mmol roztworu
FeCl,-6H,0) w ilosci 0,9 ml. Kazdg probe wymie-
szano w wytrzasarce typu Vortex, nastepnie inku-
bowano 30 minut w temperaturze 37°C, chroniac
przed dostepem $§wiatta. Absorbancje mierzono przy
dtugosci fali A = 593 nm wobec préby odniesienia,
ktdra przygotowano w sposdb analogiczny do proby
badanej, zastepujac sok metanolem. Dla kazdego
rozcieficzenia przygotowano po 6 préb.

Oznaczenie zawartosci sumy polifenoli (TPC)

TPC okreslono przy uzyciu zmodyfikowanej metody
Menga i wsp. (22). Do probéwek typu Eppendorf
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o pojemnosci 2 ml dodawano kolejno: 0,1 ml roz-
cieficzen sokéw (co odpowiadato zawartosci 14 ul
soku z lisci oraz 30 ul soku firmy Dermesa w probie)
lub rozcieficzen roztworu kwasu galusowego oraz
0,1 ml odczynnika Folina-Ciocalteu (FC). Po uply-
wie 3 minut dodano 1,0 ml 7% roztworu wodnego
weglanu sodu. Po uptywie 60 minut zmierzono ab-
sorbancje (spektrofotometr UV/VIS Lambda 35,
Perkin-Elmer) 6 przygotowanych préb przy dlugosci
fali L = 760 nm wobec proby Slepej. Wyniki oznaczen
TPC podano w mg ekwiwalentu kwasu galusowego
w ml soku, wykorzystujac krzywa kalibracyjng kwasu
galusowego (y = 97,47x + 0,036, R* = 0,9999) w za-
kresie stezefn 1,66-5,83 ug/ml.

Oznaczenie zawartosci sumy flawonoidow (TFC)

TFC wykonano przy uzyciu zmodyfikowanej
metody Meda i wsp. (23). Do probdéwek typu
Eppendorf o pojemnoSci 2 ml dodawano kolejno:
0,5 ml rozcienczen sokéw (co odpowiadato zawar-
toSci 0,1 ml soku z liSci oraz 0,18 ml soku firmy
Dermesa w probie) lub rozcieficzen roztworéw
kwercetyny, nastepnie 0,5 ml metanolowego roztwo-
ru chlorku glinu. Proby wymieszano w wytrzasarce
typu Vortex i inkubowano w ciemnym miejscu przez
10 minut. Dla kazdego rozcienczenia przygotowano
po 6 prob. W podobny sposéb przygotowano pro-
be odniesienia, zastepujac roztwdr chlorku glinu
metanolem. Pomiar absorbancji (spektrofotometr
UV/VIS Lambda 35, Perkin-Elmer) dokonywano
przy dtugosci fali A = 415 nm wobec proby Slepe;.
Wyniki TFC wyrazono jako ug kwercetyny w ml
soku, wykorzystujac krzywa kalibracyjna kwercetyny
w zakresie stezen 6,0-14,0 ug/ml (y = 0,048x - 0,004,
R?=0,9999).

Wyniki i dyskusja

Przeglad surowcéw roslinnych stosowanych aktu-
alnie w chorobach skdrnych potwierdza, iz wiekszos¢
z nich wykazuje zdolno$¢ hamowania hialuronidazy
oraz dziatanie przeciwzapalne. Hialuronidazy petnia
istotna role wwielu fizjologicznych i patologicznych pro-
cesach zachodzacych w organizmach zywych (24-26).
Poprzez degradacje kwasu hialuronowego biora
udziat w rozprzestrzenianiu si¢ procesu zapalnego.
Powstajace fragmenty kwasu hialuronowego o ni-
skiej masie czasteczkowej powoduja zwiekszenie na-
plywu leukocytéw do ogniska zapalenia i powoduja
ekspresje genow czynnikéw prozapalnych w obrebie
zmiany zapalnej (27). Wzrost ich aktywnosci wptywa
na rozszerzenie naczyf krwionosnych, zwiekszenie
ich przepuszczalnosci, a w konsekwencji powsta-
nie miejscowego zaczerwienienia, obrzeku oraz

podwyzszenia temperatury ciala w miejscu zapa-
lenia. Wysoka aktywnos$¢ w zakresie hamowania
hialuronidazy wykazuja ro§liny z rodziny Lamiaceae,
np. mieta lekarska, rozmaryn lekarski, szatwia le-
karska, czaber ogrodowy, majeranek i tymianek
wlasciwy (28), zottlica drobnokwiatowa (19) oraz
nadziemne cze¢Sci wiesiotka dwuletniego i dziwne-
go (29).

Na podstawie dostepnych publikacji wynika, iz dzia-
lanie przeciwzapalne in vivo oraz przyspieszajace go-
jenie si¢ ran wykazano jedynie dla K. pinnata (30-32).
Badanie zdolnos$ci hamowania aktywnoéci hialuroni-
dazy przeprowadzono metoda spektrofotometryczna,
ktéra polega na pomiarze natezenia zmetnienia, po-
wstatego w wyniku wytracenia kwasu hialuronowego.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze sok z lisci charak-
teryzuje si¢ umiarkowang aktywnoS$cia hamowania
aktywnosci hialuronidazy (13,22 = 2,86%), jednak
dziatal dwukrotnie silniej niz preparat handlowy (5,83
+ 1,68%). Wykazana aktywno§¢ moze by¢ zwiazana
z obecnoScia w sokach zwiazkéw polifenolowych,
gtéwnie flawonoidéw i kwaséw fenolowych, ktore na-
leza do inhibitoréw hialuronidaz o udokumentowanej
aktywnosci (33-35).

Ponadto zapaleniu zazwyczaj towarzyszy zwick-
szone wydzielanie wolnych rodnikéw, ktére wplywaja
na utrzymanie si¢ i rozwoj stanu zapalnego. Z ana-
lizy dostepnego piSmiennictwa wynika, ze ekstrakty
z roslin z rodzaju Kalanchoe wykazuja aktywnos$¢
przeciwutleniajaca poprzez neutralizowanie rodnika
hydroksylowego, anionorodnika ponadtlenkowego,
nadtlenku wodoru i tlenku azotu (36, 37), chelato-
wanie lub redukcje metali (36, 38, 39) oraz wzrost
aktywnosci enzymdw uczestniczacych w obronie przed
wolnymi rodnikami: dysmutazy ponadtlenkowej, ka-
talazy, peroksydazy glutationowej i reduktazy gluta-
tionowej (40, 41). Badania aktywnosci przeciwutle-
niajacej przeprowadzono przy uzyciu dwoch metod
spektrofotometrycznych: DPPH i FRAP.

Oba soki wykazywaly zdolno$§¢ do neutralizowa-
nia wolnych rodnikéw DPPH" i redukowania jonow
Fe (III). Wraz ze wzrostem st¢zenia badanych sokéw
wzrastata aktywnoS¢ przeciwutleniajaca. Sok z li-
Sci zyworddki daigremonta we wszystkich badanych
stezeniach charakteryzowal si¢ wyzsza zdolnoScia
do zmiatania rodnika DPPH" i redukowania jonéw
Fe (III) niz sok firmy Dermesa (ryc. 2, 3).

Dotychczas przeprowadzone badania aktywnoSci
przeciwutleniajacej dotycza jedynie wyciagow z zy-
worddki daigremonta. Wykazano w nich, ze zaréwno
macerat alkoholowy ze Swiezych liSci, jak réwniez
frakcja metanolowa z korzeni K. daigremontiana
wykazuja zdolno$¢ neutralizacji rodnikéw DPPH",
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Ryec. 2. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej oznaczanej
metoda DPPH od zawartoSci polifenoli
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Ryec. 3. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwutleniajacej oznaczanej
metoda FRAP od zawartosci polifenoli

Tab. 1. Zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych w sokach z zyworddki daigremonta

Zawartos¢ (ml soku)

Sok

flawonoidy
(mg w przeliczeniu na kwercetyne)

polifenole
(mg w przeliczeniu na kwas galusowy)

Sok z lisci otrzymany we wtasnym zakresie

0,09 + 0,00

0,31 + 0,01

Sok firmy Dermesa

0,06 = 0,00

0,18 = 0,01

z wartoscig IC, réowna odpowiednio 180 wg/ml (7)
oraz 21,80 ug/ml (17). Frakcja metanolowa otrzy-
mana z korzeni zyworodki daigremonta redukowata
ponadto peroksydacje lipidéw oraz chronita biatkowe
i lipidowe sktadniki krwi przed stresem oksydacyj-
nym (17).

Zaobserwowane roznice w aktywnoSci biologicznej
badanych sokéw sg prawdopodobnie zwigzane ze
sktadem ilosciowym zwiazkow polifenolowych. Wyniki
badan przedstawione w tabeli 1 wskazuja, ze sok wy-
ci$niety z liSci we wlasnym zakresie zawierat 1,7 raza
wiecej polifenoli oraz 1,5 raza wiecej flawonoidéw niz
sok pochodzacy z firmy Dermesa. Catkowita zawarto$¢
flawonoidéw stanowita okoto 30% oznaczonej sumy

polifenoli, co wskazuje, ze w sktad frakcji polifeno-
lowej sokéw wchodza takze inne zwiazki, np. obecne
w surowcu kwasy fenolowe (7).

Wnhioski

1. Sok z li$ci Kalanchoe daigremontiana firmy Derme-
sa charakteryzowat sie stabsza aktywnoScia przeciw-
zapalna oraz przeciwutleniajaca w poréwnaniu do
soku otrzymanego we wlasnym zakresie, co praw-
dopodobnie zwiazane jest z mniejsza zawartoScia
zwiazkow polifenolowych.

2. Stwierdzona aktywno$¢ biologiczna moze cze$ciowo
uzasadnia¢ tradycyjne stosowanie soku z lisci Kalan-
choe daigremontiana w stanach zapalnych skory.
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