©Borgis Post Fitoter 2021; 22(2): 89-96 DOI: https://doi.org/10.25121/PF.2021.22.2.89

*Marcin Szymanski’, Paulina Turczynowicz!, Arkadiusz Szymariski’

Badania wyciagow z lisci, kwiatow, owocow 1 gatazek
Padus avium Mill.

Research on extracts from leaves, flowers, fruits and twigs of Padus
avium Mill.

!Centrum Zaawansowanych Technologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
Dyrektor Centrum: prof. dr hab. n. chem. Bronistaw Marciniak

*Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Dziekan Wydziatu Chemii: prof. dr hab. n. chem. Maciej Kubicki

SUMMARY

Introduction. The bird cherry (Padus avium Mill.) belongs to the Rosaceae family and is common in Poland. In various parts of
the plant, among others, flavonoids, anthocyanins, phenolic compounds, cyanogenic glucosides, tannins, essential oil, organic acids
and sugars are present. They determine astringent, anti-inflammatory, estrogenic, anesthetic, antidiabetic, cytotoxic and antibacterial
properties.

Aim. Determination of antioxidant activity and sum of polyphenols in leaves, flowers, fruits and young branches of bird cherry, as
well as confirmation of the presence of selected flavonoids and phenolic acids.

Material and methods. The research material was leaves, flowers, fruit and young twigs of Padus avium, collected from a natural
site in the Note¢ Forest (near Sierakéw). The contents of the sum of polyphenols in the prepared extracts were determined by
spectrophotometric method using the Folin-Ciocalteu (FC) reagent and the antioxidant activity by the DPPH radical method
and the FRAP method, and the presence of selected flavonoids and phenolic acids was confirmed by thin-layer and paper
chromatography.

Results. In water and methanol extracts, the highest content of polyphenols (%) in terms of coffee acid was found in
leaves (6.91 %+ 0.30%; 9.02 = 0.34%), and the lowest in fruits (2.05 = 0, 11%; 3.11 = 0.11%). Water and methanol extracts
from leaves showed the highest antioxidant activity and the weakest water extracts from fruit (DPPH and FRAP methods).
ID-TLC, 2D-TLC and tissue paper (PC) analysis revealed the presence of rutoside in flowers and twigs, hyperoside in leaves,
flowers, fruits and twigs, and most likely ferulic and vanillic acids in fruits and twigs, chlorogenic and coffee acids in all raw
materials from the bird cherry.

Conclusions. The highest content of polyphenolic compounds was determined in black cherry leaves, both in water and methanol
extracts. The water and methanol extracts from the leaves showed the strongest antioxidant activity. The presence of rutoside, hype-
roside and some phenolic acids was confirmed in the tested raw materials.
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STRESZCZENIE

Wstep. Czeremcha zwyczajna (Padus avium Mill.) nalezy do rodziny Rosaceae i wystepuje pospolicie w Polsce. W réznych czesciach
rosliny obecne sq m.in.: flawonoidy, antocyjany, zwiqzki fenolowe, glukozydy cyjanogenne, garbniki, olejek eteryczny, kwasy organiczne
i cukry. Warunkujg one wlasciwosci Sciggajqce, przeciwzapalne, estrogenne, znieczulajgce, przeciwcukrzycowe oraz przeciwbakteryjne.
Cel pracy. Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej oraz sumy polifenoli w lisciach, kwiatach, owocach i mlodych gatqzkach cze-
remchy zwyczajnej, a takze potwierdzenie obecnosci wybranych flawonoidow i kwaséw fenolowych.

Materiat i metody. Materiatem do badan byly liscie, kwiaty, owoce oraz mtode galqzki Padus avium, zebrane z naturalnego stano-
wiska w Puszczy Noteckiej (okolice Sierakowa). W sporzqdzonych wyciggach oznaczono metodq spektrofotometryczng zawartosé
sumy polifenoli z wykorzystaniem odczynnika Folin-Ciocalteu (FC) oraz aktywnos¢ antyoksydacyjng metodq z rodnikiem DPPH
i metodq FRAP, a przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej i bibutowej potwierdzono obecnos¢ wybranych flawonoidow
i kwasow fenolowych.

Wyniki. W wyciggach wodnych i metanolowych najwyzszq zawartos¢ polifenoli (%) w przeliczeniu na kwas kawowy stwierdzono
w lisciach (6,91 = 0,30%; 9,02 = 0,34%), a najnizszq w owocach (2,05 = 0,11%; 3,11 = 0,11%). Wyciqgi wodne i metanolowe
z lisci wykazywaly najwyzszq aktywnosé antyoksydacyjng, a najstabszq wyciggi wodne z owocéw (metoda DPPH i FRAP). Analiza
metodgq 1D-TLC, 2D-TLC oraz bibutowg (PC) pozwolila wykaza¢ obecnosé rutozydu w kwiatach i gatgzkach, hiperozydu w li-
Sciach, kwiatach, owocach i galqzkach oraz najprawdopodobniej kwasu ferulowego i wanilinowego w owocach i gatqzkach, kwasu
chlorogenowego i kawowego we wszystkich surowcach z czeremchy zwyczajnej.
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Whioski. Najwickszq zawartos¢ zwiqzkow polifenolowych oznaczono w lisciach czeremchy, zarowno w wyciggach wodnych, jak
i metanolowych. Najsilniejszq aktywnosc¢ antyoksydacyjng wykazywaly wyciqgi wodne i metanolowe z lisci. W badanych surowcach
potwierdzono obecnos¢ rutozydu, hiperozydu i niektorych kwasow fenolowych.

Stowa kluczowe: Padus avium, polifenole, aktywno$¢ antyoksydacyjna, TLC, PC

Wstep

Czeremcha zwyczajna (Padus avium Mill.) jest rosli-
na nalezaca do rodzaju Prunus z rodziny Rosaceae (1).
Rodzaj ten obejmuje 10 podrodzajow, tj.: Amygdalus,
Armeniaca, Cerasus, Emplectocladus, Laurocerasus,
Maddenia, Padus, Persica, Prunus i Pygeum oraz ponad
200 gatunkéw, w tym popularne roSliny ozdobne oraz
owocowe (2). Do najbardziej znanych drzew owoco-
wych z tej grupy naleza m.in. brzoskwinia zwyczaj-
na (Prunus persica), Sliwa domowa (Prunus domestica),
Sliwa wisniowa (Prunus cerasifera), morela pospoli-
ta (Prunus armeniaca), migdatowiec pospolity (Prunus
communis), wiSnia ptasia — czere$nia (Prunus avium)
i wisnia pitkowana (Prunus serrulata) (3, 4).

Czeremcha zwyczajna znana byla juz w starozyt-
nosci. Po raz pierwszy opisat ja i nadal jej facinska
nazwe Linneusz w 1743 roku (5).

Czeremcha zwyczajna wystepuje w catej Europie,
od poéinocnej Skandynawii i p6tnocnej Rosji, az
po goéry w Hiszpanii i Portugalii. Rozpowszechniona
jest takze w Szkocji, pétnocnej Anglii i Walii, w p6t-
nocno-zachodnich Wtoszech, w Chorwacji i Bulgarii.
Obecna jest rowniez w Azji Mniejszej oraz na ob-
szarach rozciagajacych sie od Syberii po Kaukaz
i Himalaje. Nie wystepuje w zachodniej czeSci
Francji, nad Morzem Srédziemnym i w poludniowo-
-wschodniej Rosji (1).

Czeremcha zwyczajna wystepuje jako duzy krzew
lub drzewo (6), a wysoko$¢ dojrzatych osobnikéw
waha si¢ pomiedzy 3 a 15 m. Najnizsza czeremcha
zwyczajna zostata opisana w Rosji i miata 0,6 m
wysokoSci. Podgatunki borealis i petraea sa krzewa-
mi i rzadko maja wiecej niz 3 m. Korona miodych
osobnikow jest zazwyczaj otwarta i rozgaleziona,
o stozkowym ksztalcie, a gérne gatezie rosna ku
gorze. Starzenie sie roSliny powoduje, ze galezie
zaczynaja opadad, korona staje si¢ okragta lub wy-
dtuzona. W cieniu mtode gatazki maja barwe czer-
wono-purpurowa, natomiast w stoncu czerwona lub
czerwono-brazowa. Kora jest zazwyczaj blyszczaca
o silnym zapachu garbnikéw. Dtugo$¢ paczkéw wy-
nosi 2-10 mm, a szeroko$¢ — ok. 2 mm. LiScie sa
omszone, maja zwykle 5-10 cm dtugosci i 3-6 cm
szerokosci. Moga mie¢ ksztalt eliptyczny, jajowaty
lub odwrotnie jajowaty, sa szpiczaste, zaokraglo-
ne lub sercowate u podstawy. Brzegi blaszek sa

zazwyczaj zabkowane. Liscie sztywne, skérzaste, naj-
czedciej matowe. Zazwyczaj gladkie i ciemnozielone
po goérnej stronie, jasne lub z bialymi wloskami od
spodu. W kwiatostanie wystepuje 10-35, czasem na-
wet 40 kwiatow, korona najczeSciej jest S-ptatkowa.
Ptatki maja ksztatt owalny lub jajowaty, najczeSciej
sa biate, czasem bladorézowe. Preciki (20-33) sa
o potowe diuzsze niz ptlatki, ale krétsze niz dzialki
kielicha. Owoce sa prawie kuliste lub kulisto-owalne
o dtugosci 6-8 mm i szerokoSci ok. 5 mm, zazwyczaj
czarne lub ciemnofioletowe (1, 5).

Do gtéwnych grup zwiazkéw chemicznych wyste-
pujacych w tej roSlinie mozemy zaliczy¢: flawono-
idy, antocyjany, zwiazki fenolowe, glikozydy cyjano-
genne, garbniki, olejek eteryczny, kwasy organiczne
i cukry. Flawonoidy zostaly wyodrebnione z réznych
czesci czeremchy zwyczajnej (liScie, kwiaty, owoce
i kora) (5). Zestawienie flawonoidéw z podziatem
na budowe chemiczng przedstawiono w tabeli 1.

Kwasy fenolowe wyodrebnione z liSci czeremchy
zwyczajnej sa pochodnymi kwasu cynamonowe-
go (kwas: p-kumarowy, kawowy, synapinowy i feru-
lowy) oraz kwasu benzoesowego (kwas: p-hydroksy-
benzoesowy i wanilinowy) (5). Zidentyfikowany zostat
takze kwas chlorogenowy (5-kawoilochinowy) (7).
W owocach czeremchy znajduja sie pochodne kwasu
cynamonowego: kwas p-kumaroilochinowy, heksozyd
kwasu kawowego, heksozyd kwasu p-kumarowego,
kwas 5-kawoilochinowy, kwas dikawoilochinowy (9).
W niedojrzatych liSciach czeremchy zwyczajnej zi-
dentyfikowano glukozyd cyjanogenny — prunazyne.
W kwiatach znajduje si¢ olejek eteryczny, w sklad
ktérego wchodza: lupeol, benzaldehyd, alkohol 2-fe-
nyloetylowy, fenyloacetaldehyd, fenyloacetonitryl,
linalol, zwiazki zawierajace azot: indol, antranilan
metylu, aldehyd antranilowy, 2-aminoacetofenon i al-
dehyd nikotynowy, estry metylowe N-formyloleucyny
i N-formyloizoleucyny, N-(2-acetylofenylo)-formamid
i 1,4-dihydro-2-metylo-2H-3,1-benzoksazyna (13).
W owocach czeremchy znajduja si¢ garbniki oraz
zwiazki magnezu, wapnia, fosforu oraz zelaza (5),
ponadto cukry (glukoza, fruktoza, sorbitol), karo-
tenoidy (a-karoten, B-karoten, luteina), tokoferole
(a, v, 8), kwasy: jabtkowy, cytrynowy, chinowy, szi-
kimowy i fumarowy (9, 14). W nasionach wystepuje
glikozyd cyjanogenny — amygdalina (5). Z kory zostaly
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Tab. 1. Flawonoidy w Padus avium

Typ flawonoidu Nazwa flawonoidu Surowiec Literatura
Flawonole Kwercetyna, rutozyd, hiperozyd, 3-O-B-ksylopiranozylo- Liscie (5,7)
(w tym ich glikozydy) -(1—>2)-p-galaktopiranozyd kwercetyny i 3-O-B-ksylopiranozylo-

-(1—>2)-p-glukopiranozyd kwercetyny, kemferol i pochodne:
astragalina (3-O-B-D-glukozyd kemferolu), pochodne
izoramnetyny: 3-O-B-ksylopiranozylo-(1—2)-B-galaktopiranozyd
izoramnetyny, dihydrowogonina, pinostrobina, padmatyna
Kwercetyna i pochodne: hiperozyd (3-galaktozyd), astragalina, Kwiaty (8)
trioza kwercetyny z galaktoza, ksylozg i glukozag
Rutyna, hiperozyd, 3-rutynozyd izoramnetyny Owoce (9, 10)
Flawony Chryzyna, genkwanina, luteolina, tektochryzyna, skutelaryna, Liscie (5,7)
apigenina
Ramnozyd apigeniny Owoce 9, 10)
Flawanony Eriodyktiol, hesperetyna, izosakuranetyna, sakuranetyna, Liscie (5,7)
naryngenina, pinocembryna
Flawanonol Aromadendryna, taksyfolina Liscie (5,7)
Katechiny Epikatechina Owoce (9, 10)
Antocyjanidyny Ramnozylo-heksozyd cyjanidyny, 3-glukozyd cyjanidyny, Owoce 9, 11,12)
3-rutynozyd cyjanidyny, 3-galaktozyd cyjanidyny
Dihydrochalkon Florydzyna Owoce (9, 10)
wyodrebnione glukozydy cyjanogenne (prunazyna, Cel pracy

prulaurazyna), ktére moga tez wystepowac w niedoj-
rzalych owocach (5). Z gatazek (kory) wyizolowano
dwa ksylozydy lignanéw — ssioryzyd i prupazyd (16).

Metanolowy wyciag z liSci oraz gatazek tej roSliny
hamowat a-glukozydaze, wskazujac na dziatanie prze-
ciwcukrzycowe (17). Wykazano silne wlaSciwosci prze-
ciwzapalne nie tylko w badaniach in vitro, ale takze in
vivo (zmniejszenie obrzeku zapalnego), oraz dziatanie
przeciwbdlowe przez mechanizm centralny i obwodo-
wy (czesciowo jako agonista receptora opioidowego),
co moze by¢ wykorzystane w chorobach przewle-
klych zwigzanych ze stanami zapalnymi i bélem (15).
Metanolowy wyciag z gatazek czeremchy wykazywat
silne dziatanie przeciwbakteryjne wzgledem bakterii
Gram-dodatnich (17).

Czeremcha zwyczajna jest od dawna wykorzy-
stywana w medycynie tradycyjnej. Owoce wyka-
zuja wilaSciwoSci Sciagajace, przeciwzapalne oraz
fitoestrogenowe i sa stosowane w zapaleniach jelit,
niestrawnosci, kolkach oraz biegunce, jako Srodek
znieczulajacy i dezynfekcyjny (15), takze w kaszlu,
bolu glowy, jako Srodek uspokajajacy oraz korzyst-
nie dzialajacy na cere i wzrok. W jednostkach cho-
robowych, takich jak udar mézgu, nerwobdle czy
zapalenie watroby, odnotowano pozytywne skutki
stosowania tej roSliny (17-22).

Celem pracy byto oznaczenie aktywnoSci antyok-
sydacyjnej oraz sumy polifenoli w liSciach, kwiatach,
owocach i mtodych gatazkach czeremchy zwyczajnej,
a takze potwierdzenie obecno$ci wybranych flawono-
idow i kwasow fenolowych.

Materiatl i metody badan

Materiat do badan

Materiatem do badan byly liScie, kwiaty, owoce oraz
mtode galazki Padus avium zebrane z naturalnego
stanowiska w Puszczy Noteckiej (okolice Sierakowa)
i wysuszone w temperaturze pokojowej w zacienionym
i przewiewnym miejscu.

Przygotowanie wyciagéw podstawowych do
oznaczefi sumy polifenoli oraz aktywnoSci
antyoksydacyjnej metoda z DPPH i FRAP

Odwazono 2,5000 g sproszkowanego surow-
ca (waga analityczna Sartorius LE225D-OCE).
Nastepnie przeniesiono do kolby okragtodennej
o pojemnosci 50 ml i dodano wode (wycigg wodny)
lub metanol (wyciag metanolowy). Ekstrahowano
na tazni wodnej, utrzymujac wyciag w stanie wrzenia
przez 15 minut. Cato§¢ przesaczono do probéwek
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miarowych. Saczki zawrécono do kolby i ekstrakcje
powtérzono, zachowujac takie same warunki, a na-
stgpnie potaczono, otrzymujac wyciag podstawowy
wodny (WO) i metanolowy (ME).

Przygotowanie wyciagdw do badan TLC i obliczenie
procentowej zawartoSci suchego wyciagu

5,0000 g surowca odwazono i umieszczono w kolbce
okraglodennej o pojemnoSci 100 ml. Dodano 50 ml
50% metanolu i utrzymywano w stanie wrzenia przez
20 minut, a nastepnie wyciag ochtodzono do tempera-
tury pokojowej i przesaczono przez wate. Ekstrakcje
powtdrzono, zawracajac wate do kolby. Oba wycia-
gi polaczono i odparowano na wyparce do sucha.
Tabela 2 przedstawia obliczong zawartoS$¢ suchego
wyciagu w poszczegdlnych surowcach.

W celu oczyszczenia wyciagu, sucha pozostato$é
zalano wrzacg woda demineralizowang i odstawiono
na 16 godz. Przefiltrowano przez wate do rozdzie-
lacza. Wytrzasano rozpuszczalnikami o wzrastajacej
sile elucji:

— chloroformem: ekstrakcja przeprowadzona
byta 4 porcjami odczynnika; ekstrakty pota-
czono i przesaczono przez saczek, na ktérym
znajdowat sie 1 g bezwodnego siarczanu sodu
(Na,SO,) (usunigcie resztek wody). Przesacz
odparowano do sucha, a suchg pozostatos¢
rozpuszczono w ok. 2 ml metanolu. Z wodnej
pozostatoSci odparowano resztki chloroformu
i kontynuowano ekstrakcje octanem etylu,

— octan etylu: ekstrakcja przeprowadzona byta
4 porcjami odczynnika; ekstrakty potaczono
i przesaczono przez saczek z bezwodnym siar-
czanem sodu (Na,SO,). Odparowano do sucha,
a suchg pozostalo$¢ rozpuszczono w ok. 2 ml
metanolu. Faze wodna po ekstrakcji octanem
etylu odparowano do sucha,

— metanol: do suchej pozostatosci dodano meta-
nol i utrzymywano w temperaturze wrzenia, caty
czas intensywnie mieszajac. Nastepnie ekstrakt
ostudzono i przesaczono. Przesacz odparowano
na wyparce do sucha i rozpuszczono w ok. 2 ml
metanolu,

— woda - pozostato$¢, ktoéra nie rozpuScita sie
w metanolu, rozpuszczono w ok. 2 ml wody
destylowane;.

W tabeli 3 przedstawiono oznaczenia poszczegol-

nych wyciagow.

Metody badawcze

Oznaczenie zawarto$ci sumy polifenoli
z wykorzystaniem odczynnika Folin-Ciocalteu (FC)

Oznaczenie sumy polifenoli wykonano metoda
z wykorzystaniem odczynnika Folin-Ciocalteu (FC)
oraz 20% roztworu weglanu sodu (Na,CO,). Jest to
metoda kolorymetryczna opierajaca sie na pomia-
rze proporcjonalnie wzrastajacego natezenia barwy
roztworu w stosunku do zawartoSci w probie zwiaz-
koéw fenolowych, reagujacych z wyzej wymienionymi

Tab. 2. Zawarto$¢ suchego wyciagu w surowcach Padus avium

Surowiec Nawazka surowca Masa suchego wyciagu Zawartos¢ suchego wyciagu

- cze$é Padus avium [a] [g] [%]
Liscie 5,0152 1,5406 30,7
Kwiaty 5,0335 1,3653 27,1
Owoce 5,0500 2,9481 58,4
Gatazki 52111 0,7588 14,6

Tab. 3. Oznaczenie poszczegdlnych wyciagdw
Wyciag
Padus avium
Chloroform - CH Octan etylu - OE Metanol - ME Woda - WO

Liscie - L LCH LOE LME LWO
Kwiaty — K KCH KOE KME KWO
Owoce - O OCH OOE OME OowWo
Gatazki — G GCH GOE GME GWO
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odczynnikami. Absorbancje odczytywano przy dtu-
goSci fali A = 760 nm (spektrofotometr UV VIS
Lambda 35 Perkin-Elmer). Krzywa kalibracyjng
sporzadzono dla kwasu kawowego w zakresie od 0,1
do 1,0 ug/2 ml.

Oznaczenie aktywnoSci antyoksydacyjnej
z wykorzystaniem rodnika DPPH

Oznaczenie aktywnoSci antyoksydacyjnej zosta-
fo wykonane metoda spektrofotometryczng wobec
roztworu rodnika DPPH. Pomiaru dokonano przy
dtugosci fali A, = 515 nm w kuwetach plastikowych
o grubosci 1 cm.

Oznaczenie catkowitej aktywnosci redukowania
jonéw zelaza (I1T) metoda FRAP

Oznaczanie przeprowadzono metoda spektrofo-
tometryczna z wykorzystaniem odczynnika TPTZ
(2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyn). Opiera si¢
ono na ocenie zdolno$ci badanego roztworu do re-
dukcji jonéw Fe’* do jonow Fe?*. Zredukowane
jony zZelaza sa nastepnie kompleksowane przez
TPTZ i pojawia si¢ niebieskie zabarwienie.
Pomiaru absorbancji dokonano przy diugosci fali
A = 593 nm.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Faza stata: plytki aluminiowe pokryte warstwa ce-
lulozy (metoda 2D na kwasy fenolowe) lub zZelem
krzemionkowym (1D) o grubosci 0,1 mm i wymiarze
20 x 20 cm.

Na plytki nanoszono punktowo za pomoca kapilar
wyciagi lub roztwory wzorcowe. Nanoszone plamy
mialy Srednice ok. 5 mm. Plytki rozwijano metoda
jednokierunkowa (1D) z zastosowaniem mieszaniny:
octan etylu-metanol-kwas mréwkowy-kwas octowy-
-woda (80:10:1:1:8) oraz dwukierunkowa (2D-TLC)
w uktadach:

T,: toluen-lodowaty kwas octowy-woda (6:7:1)
I kierunek,

T,: lodowaty kwas octowy-woda (15:85) II kierunek.

Odczynnik wywolujacy w metodzie 1D: NA -
Natursstoffreagenz A (0,1% metanolowy roztwor
kwasu difenyloborowego i etanoloaminy).

Odczynnik wywotujacy w metodzie 2D: mieszanina
dwuazowanego kwasu sulfanilowego i 20% weglanu
sodu (1:1) przygotowana ex tempore.

Rozwinigte chromatogramy pozostawiono do wy-
schnigcia w temperaturze pokojowej. Plytki rozwinie-
te metoda 1D zostaly wywolane odczynnikiem NA,
analizowano je pod lampa UV, natomiast rozwini¢te
metoda 2D, po spryskaniu odczynnikiem wywotuja-
cym, analizowano w Swietle dziennym.

Chromatografia bibutowa (PC)

Faza stala: bibuta chromatograficzna.

Na bibute naniesiono punktowo wzorce oraz przy-
gotowane wyciagi. Bibule rozwinigto w 15% kwasie
octowym, stosujac technike wstepujaca. Wysuszono
w temperaturze pokojowej i po wywotaniu odczynni-
kiem NA analizowano w $wietle lampy UV.

Odczynnik wywotujacy NA - Natursstoffre-
agenz A (0,1% metanolowy roztwor kwasu difenylo-
borowego i etanoloaminy).

Wyniki i dyskusja

Sume polifenoli (w %) wyznaczono z roéwnania
krzywej wzorcowej kwasu kawowego. Analizujac wy-
niki badan dla wyciagéw wodnych z lisci, kwiatow,
owocdw oraz mtodych galazek czeremchy zwyczaj-
nej, najwyzsza zawartos$¢ polifenoli stwierdzono w li-
Sciach (6,91 * 0,30%), nastepnie w kwiatach (4,00 =
0,43%) i mtodych gatazkach (2,71 * 0,27%), najnizsza
w owocach (2,05 = 0,11%). W wyciagach metanolo-
wych najwiecej polifenoli oznaczono w lisciach (9,02
+ 0,34%), nastegpnie w kwiatach (4,18 = 0,20%),
mtodych gatazkach (3,76 £ 0,22%) i owocach (3,11
+ 0,11%).

Najnizsze wartosci wsp6éiczynnika IC,, (metoda
z odczynnikiem DPPH) wyznaczono dla wyciagow
wodnych i metanolowych z liSci, a najwyzsze dla wy-
ciagéw wodnych z owocow. Oznacza to, ze wyciagi
z liSci czeremchy zwyczajnej sa najsilniejszymi anty-
oksydantami.

Badania metoda FRAP wykazaly, ze najsilniejsze
wlaSciwosci antyoksydacyjne posiadaly wyciagi wodne
i metanolowe z liéci, a najstabsze wyciagi wodne z owo-
cow. Szczegbdtowe wyniki przedstawiono w tabeli 4.

Tab. 4. Wartosci wspotczynnikéw IC, | z odchyleniem stan-
dardowym dla badanych wyciagéw

Badane DPPH FRAP
wyciagi Ic,, SD Ic,, SD
LWO 0,68 0,03 0,99 0,09
KWO 1,77 0,18 188 021
owo 4,52 0,36 3,50 0,33
GWO 255 0,31 2,86 0,25
LME 0,60 0,01 0,84 0,05
KME 134 0,11 163 023
OME 163 0,20 1,76 0,10
GME 073 0,02 123 0,09
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Chromatografia w uktadzie 1D

W celu potwierdzenia obecnoS$ci flawonoidéw
w kwiatach i liSciach czeremchy zwyczajnej wykona-
no chromatografi¢ cienkowarstwowa w uktadzie 1D.
Po wstepnych badaniach wyciagu chloroformowego,
octanu etylu i metanolowego odrzucono wyciagi LCH
i KCH. Do analizy wykorzystano wyciagi LOE, LME,
KOE i KME. Wyciagi te oraz wzorce naniesiono
punktowo na plytki i rozwinieto technika wstepujaca
w ukladzie: octan etylu-metanol-kwas mréwkowy-
-kwas octowy-woda (80:10:1:1:8). Wyniki przedsta-
wiono w tabeli 5.

Chromatografia w uktadzie 2D

W celu potwierdzenia obecno$ci kwaséw fenolo-
wych w kwiatach, liSciach, owocach i mtodych gataz-
kach czeremchy zwyczajnej wykonano chromatografie
cienkowarstwowa w uktadzie 2D. Uzyto wzorcow

szeSciu kwasoéw fenolowych: ferulowego (1), roz-
marynowego (2), galusowego (3), chlorogenowe-
go (4), kawowego (5) i wanilinowego (6). Wzorce
i wyciagi zostaly naniesione na plytki metoda punk-
towa. Chromatogramy po wysuszeniu analizowano
po wywolaniu zdwuazowanym kwasem sufanilowym.
W wyciagach GOE oraz OOE plama o barwie poma-
ranczowej (nr 1) jest najprawdopodobniej kwasem
ferulowym, a pomaranczowa plama (nr 6) kwasem wa-
nilinowym. Wyniki analizy przedstawiono w tabeli 6.

W celu potwierdzenia obecnoSci zwiazkow fla-
wonoidowych oraz kwaséw fenolowych w wyciagach
octanu etylu i metanolowej wyciagéw z lisci (LOE
i LME), kwiatow (KOE i KME), owocéow (OOE
i OME) i mtodych gatazek (GOE i GME) wyko-
nano chromatografie bibutowa. Uzyto wzorcoéw
3 flawonoid6w: rutozydu (W1), hiperozydu (W2)
i kwercetyny (W3) oraz dwoch kwaséw fenolowych:
chlorogenowego (W4) i kawowego (W5). Naniesiono

Tab. 5. Flawonoidy w wyciagach metanolowych i octanu etylu z liSci i kwiatéw

Nr plamy na Flawonoidy Rf ] Fluorescencja UV Analizowane wyciagi
chromatogramie wzorcow po wywotaniu LOE LME KOE KME
1 rutozyd 0,28 pom - +(?) + +(?)
2 hiperozyd 0,52 pom + + + +(?)
3 kwercetyna 0,98 z - - +(?) -
Fluorescencja plam: pom — pomaranczowa, z — zbtta
o - nie stwierdzono obecnosci
Objasnienia: +(?) przypuszczalnie wystepuje w wyciagu
+ stwierdzono obecno$¢
Tab. 6. Kwasy fenolowe w badanych wyciagach
Nr ol Rf wzorcow B Analizowane wyciagi
rplamy Kwasy fenolowe arwa
na chromatografie T T, po wywotaniu OOE GOE
1 ferulowy 0,66 0,89 pom + (stabe) + (stabe)
2 rozmarynowy 0,54 0,53 réz - -
3 galusowy 0,46 0,32 ziel - -
4 chlorogenowy* 0,70 0,51 z - -
5 kawowy* 0,47 0,67 nieb - -
6 wanilinowy 0,66 0,89 pom + (stabe) + (intensywne)
Barwa plam w $wietle widzialnym:
pom — pomaranczowa, z — zétta, nieb — niebieska, ziel — zielona, r6z — ré6zowa
Objasnienia: + (stabe) obecny, staba intensywnos$é
+ (intensywne) obecny, duza intensywno$¢
- nie stwierdzono obecnosci

*kwasy wystepuja w formie izomerow

(o4
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Tab. 7. Flawonoidy i kwasy fenolowe w wyciggach metanolowych i octanu etylu z lici i kwiatow

Nr plamy Flawonoidy/kwasy Rf Fluorescencja UV Analizowane wyciagi
na chromatogramie fenolowe wzorcow | po wywotaniu NA LOE LME KOE KME
1 rutozyd 0,57 pom - - +(?) +(?)
2 hiperozyd 0,39 pom + + + +
3 kwercetyna 0,05 z-pom - - - -
4 kwas chlorogenowy* 0,76 nieb - +(?) - +(?)
5 kwas kawowy* 0,71 nieb - +(?) - +(?)
Objasnienia: Fluorescencja plam: pom — pomaranczowa, z — zétta, nieb — niebieska
*kwasy wystepuja w formie izomeréw
Tab. 8. Flawonoidy i kwasy fenolowe w wyciagach metanolowych i octanu etylu z owocéw i mtodych gatazek
Nr plamy Flawonoidy/kwasy Rf Fluorescencja UV Analizowane wyciagi
na chromatogramie fenolowe wzorcow | po wywotaniu NA OOE OME GOE GME
1 rutozyd 0,57 pom - - - +(?)
2 hiperozyd 0,39 pom + - + -
3 kwercetyna 0,05 z-pom - - - -
4 kwas chlorogenowy* 0,76 nieb - +(?) - +(?)
5 kwas kawowy* 0,71 nieb - +(?) - +(?)
Objasnienia: Fluorescencja plam: pom — pomaranczowa, z — zétta, nieb — niebieska
*kwasy wystepuja w formie izomerow
Whioski

je punktowo na arkusz, na ktory naniesiono takze
badane wyciagi. Chromatogramy po wysuszeniu
analizowano w Swietle lampy UV po wywotaniu
odczynnikiem NA. W wyciagach LOE, LME, KOE,
KME, OOE i GOE zaobserwowano plamy, ktére flu-
oryzowaly na pomaranczowo (hiperozyd i rutozyd).
Poréwnujac z wartoSciami Rf wzorcéw, mozna po-
twierdzi¢ obecnos¢ hiperozydu w wymienionych wy-
ciagach. Mozna przypuszczadé, ze w wyciagach KOE,
KME i GME wystepuje rutozyd. Plamy fluoryzujace
na niebiesko moga sugerowac, ze w wyciagach LME
i KME jest kwas kawowy i chlorogenowy. Wyniki
analizy przedstawiono w tabelach 7 i 8.

Liscie, kwiaty, owoce i mtode gatazki pochodzace
z czeremchy zwyczajnej sa bogate w zwiazki polife-
nolowe. Najwieksza zawarto$¢ zwiazkow polifeno-
lowych, w przeliczeniu na kwas kawowy, oznaczono
w liSciach. Najsilniejsza aktywno$¢ antyoksydacyjna
wykazywaly wyciagi wodne i metanolowe z liSci.
Wyciagi o najwickszej zawarto$ci sumy polifenoli
wykazywaly jednoczeS$nie najwyzsza aktywnoS¢ an-
tyoksydacyjna.

Chromatografia TLC i PC wyciagéw potwierdzita
obecno$¢ rutozydu w kwiatach i mtodych gatazkach,
hiperozydu we wszystkich czeSciach czeremchy.

([ Postepy Fitoterapii 2/2021 |




Marcin Szymafnski, Paulina Turczynowicz, Arkadiusz Szymanski

Pismiennictwo

1.
2.

10.

11.

12.

Leather SR. Prunus Padus L. J Ecol 1996; 84:125-32.

Pairon MC, Jacquemart AL. Disomic segregation of micro-
satellites in the tetraploid Prunus serotina Ehrh. (Rosaceae).
J Am Soc Hortic Sci 2005; 130(5):729-34.

Depypere L, Chaerle P, Vander Mijnsbrugge K i wsp. Stony
endocarp dimension and shape variation in Prunus Section
Prunus. Ann Bot 2007; 100:1585-97.

Shi S, Li J, Sun J. Phylogeny and classification of
Prunus sensu lato (Rosaceae). J Integr Plant Biol 2013;
55(11):1069-79.

Uusitalo M. European bird cherry (Prunus padus L.) —
a biodiverse wild plant for horticulture. Agrifood Research
Reports 61, MTT Agrifood Research Finland, 2004: 82.
www.mtt.fi/met/pdf/met61.pdf.

Leather SR. Does the bird cherry have its ‘fair share’ of in-
sect pests? An appraisal of the species — area relationships
of the phytophagous insects associated with British Prunus
species. Ecol Entomol 1985; 10:43-56.

Olszewska MA, Kwapisz A. Metabolite profiling and antioxi-
dant activity of Prunus padus L. flowers and leaves. Nat Prod
Res 2011; 25(12):1115-31.

Ostrowska B, Kowalewski Z. Flavonoidglykoside aus den
bliiten von Padus avium. Planta Med 1971; 20(3):263-71.
Mikulic-Petkovsek M, Stampar E Veberic R i wsp. Wild
Prunus fruit species as a rich source of bioactive compounds.
J Food Sci 2016; 81(8):1928-37.

Beketov EV, Pakhamov VP, Nesterova OV. Improved meth-
od of flavonoid extraction from bird cherry fruits. Pharm
Chem J 2005; 39(6):33-5.

Feng C, Su S, Wang L. Antioxidant capacities and anthocy-
anin characteristics of the black-red wild berries obtained in
Northeast China. Food Chem 2016; 204:150-8.

Deineka V, Grigor’ev AM, Borzenko ON i wsp. HPLC
analysis of anthocyanins: cyanidine glycosides from

Konflikt interesow
Conflict of interest

Brak konfliktu intereséw
None

otrzymano/received: 06.05.2021
zaakceptowano/accepted: 20.05.2021

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

fruits of plants of the Prunus genus. Pharm Chem J 2004;
38(8):437-40.

Surburg H, Giintert M, Schwarze B. Volatile constituents of
european Bird Cherry flowers (Padus avium Mill.). J Essent
Oil Res 1990; 2(6):307-16.

Kucharska AZ, Oszmianski J. Anthocyanins in fruits
of Prunus padus (bird cherry). J Sci Food Agric 2002;
82(13):1483-6.

Choi JH, Cha DS, Jeon H. Anti-inflammatory and anti-noci-
ceptive properties of Prunus padus. J Ethnopharmacol 2012;
144:379-86.

Yoshinari K, Sashida Y, Shimomura H. Two new lignan
xylosides from the barks of Prunus ssiori and Prunus padus.
Chem Pharm Bull 1989; 37(12):3301-3.

Hyun TK, Kim HC, Kim JS. In vitro screaning for antioxi-
dant, antimicrobial, and antidiabetic properties of some Ko-
rean native plants on Mt. Halla, Jeju Island. Indian J Pharm
Sci 2015; 77(6):668-74.

Hwang D, Kim H, Shin H i wsp. Cosmetic effects of Prunus
padus bark extract. Korean J Chem Eng 2014; 31(12):2280-5.
Kumarasamy Y, Coxa PJ, Jasparsb M i wsp. Comparative
studies on biological activities of Prunus padus and P, spino-
sa. Fitoterapia 2004; 75:77-80.

Lenchyk LV, Kotov AG, Kyslychenko VS i wsp. Develop-
ment of method of qualitative analysis of Bird cherry fruit
for inclusion in the monograph of state Pharmacopoeia of
Ukraine. 2016.

Pasko P, Makowska-Was J, Chlopicka J i wsp. South Siberian
fruits: Their selected chemical constituents, biological activ-
ity, and traditional use in folk medicine and daily nutrition.
J Med Plants Res 2012; 6(31):4698-706.

Sak K, Jirisoo K, Raal A. Estonian folk traditional experi-
ences on natural anticancer remedies: From past to the fu-
ture. Pharm Biol 2014; 52(7):855-66.

Adres/address:

*dr n. rol. Marcin Szymanski

Centrum Zaawansowanych Technologii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
ul. Uniwersytetu Poznanskiego 10

61-614 Poznan

e-mail: marcin.szymanski@amu.edu.pl

(96

( Postepy Fitoterapii 2/2021 ) )




