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Extracts from selected herbs as a bioactive source of antioxidants and
enzymatic inhibitors in terms of industrial applications

Ekstrakty z wybranych zi6t jako bioaktywne zrédto
przeciwutleniaczy i inhibitoréw enzymatycznych
w aspekcie zastosowan w przemysle
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Dried plant samples from the Lamiaceae, Apiaceae, and Poaceae fami-
lies were ground and extracted with water or 70% ethanol by shaking.
The extracts were analyzed spectrophotometrically for total phenolic
compound (TPC) content using the Folin-Ciocalteu reagent. The anti-
oxidant activity of the extracts was detd. based on their ability to neu-
tralize the DPPH radical, and their inhibitory potential against acety!-
cholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) was assessed
using the modified Ellman method. A correlation was obsd. between
TPC and DPPH activity, whereas no correlation was obsd. between high
TPC content and anticholinesterase activity of the extracts.

Keywords: plant extracts, antioxidant activity, cholinesterase inhibi-
tors, natural additives

Wysuszone prébki roslin zrodzin Lamiaceae, Apiaceae i Poaceae zmie-
lonoi ekstrahowano woda lub 70-proc. etanolem poprzez wytrzasanie.
Ekstrakty analizowano spektrofotometrycznie pod katem catkowitej
zawartosci zwigzkdw fenolowych (TPC) za pomoca odczynnika Folina
i Ciocalteu. Aktywnosc¢ przeciwutleniajaca ekstraktéw okreslono na
podstawie ich zdolnosci do neutralizacji rodnika DPPH, a ich potencjat
hamujacy wobec acetylocholinoesterazy (AChE) i butyrylocholinoeste-
razy (BChE) oceniono zmodyfikowang metoda Ellmana. Obserwowano
korelacje pomiedzy zawartoscia TPC a aktywnos$cig DPPH, natomiast
nie stwierdzono korelacji miedzy wysoka zawartoscig TPC a aktywno-
$cig antycholinoesterazowa ekstraktow.

Stowa kluczowe: ekstrakty roslinne, dziatanie przeciwutleniajace,
inhibitory cholinoesterazy, naturalne dodatki

Ekstrakty roslinne zawieraja liczne zwiazki bioaktywne,
takie jak polifenole, terpeny, kumaryny i fitosterole. Sa
dzieki temu waznym zrédtem wielofunkcyjnych dodat-
kéw dla nowoczesnego przemystu chemicznego, co jest
szczegoOlnie istotne w kontekscie zasad zrownowazonego
rozwoju i zielonej chemii. Potencjal zastosowania meta-
bolitow zawartych w ekstraktach wynika przede wszyst-
kim z ich wtasciwosci przeciwutleniajagcych i zdolnosci
do selektywnego hamowania enzyméw. Dla przyktadu
wyciagi z rozmarynu i szatwii sg stosowane jako naturalne
stabilizatory biopaliw. Zawarte w nich zwiazki fenolowe
(np. kwas karnozowy, tymol) przerywaja fancuchowe reak-
cje utleniania poprzez neutralizacje wolnych rodnikéw
odpowiedzialnych za rozklad chemiczny paliwa. Ponadto
te bioaktywne zwigzki dezaktywuja jony metali, ktore
katalizujg proces degradacji. Ten podwojny mechanizm
skutecznie przedtuza zywotnos$¢ biopaliw i chroni silni-
ki, stanowiac alternatywe dla dodatkow syntetycznych?.

Znaczenie technologiczne ma roéwniez udokumentowany
wplyw tych ekstraktow na aktywnos$¢ cholinoesteraz:
acetylocholinoesterazy (AChE) i butyrylocholinoesterazy
(BChE). Molekularny mechanizm hamowania przypisuje
sie przede wszystkim obecnosci monoterpenow, takich jak
1,8-cyneol, karwakrol i linalol. Stwarza to mozliwosci ich
wykorzystania w opracowywaniu ekologicznych srodkow
ochrony roslin oraz jako enzymatycznych biosensorow
do monitorowania neurotoksycznych pestycydow. Na
przestrzeni ostatnich lat zauwazalny jest dynamiczny roz-
woj koncepcji zielonej chemii oraz gospodarki o obiegu
zamknietym. To z przyczyn oczywistych wymusza na
przemysle chemicznym zmiane¢ kierunku badan i poszu-
kiwanie ekologicznie bezpiecznych surowcow zdolnych do
zastapienia syntetycznych odpowiednikow?. Fitosktadniki,
a w szczegblnosci skoncentrowane ekstrakty z roslin zie-
larskich, stajg si¢ przedmiotem intensywnych badan jako
wielofunkcyjne dodatki nowej generacji. W badaniach
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naukowych obserwuje si¢ wyrazny zwrot w percepcji tych
naturalnych matryc z zastosowan w medycynie i zywnosci*
Y w kierunku zaawansowanych aplikacji materiatowych
i procesowych® 9.

Podstawa bioaktywnosci ekstraktéw ziotowych jest
zaréwno ilo$¢, jak i réznorodnosé metabolitow wtornych.
Zalicza si¢ do nich gtdéwnie zwiazki polifenolowe, takie
jak kwasy fenolowe (np. kwas galusowy, rozmarynowy,
kawowy) i flawonoidy (np. katechiny, kwercetyna, api-
genina), a takze terpenoidy (np. tymol, karnozol, kwas
ursolowy)”. Z chemicznego punktu widzenia ich potencjat
antyoksydacyjny opiera si¢ na kilku spdjnych i ztozonych
mechanizmach. Kluczowy jest mechanizm przeniesienia
atomu wodoru HAT (hydrogen atom transfer), w ktérym
grupa hydroksylowa wystepujaca w polifenolach oddaje
atom wodoru do rodnika, przerywajac tancuch reakcji
autooksydacji. Réwnie istotny jest mechanizm przeniesie-
nia pojedynczego elektronu SET (single electron transfer),
a takze zdolno$¢ do chelatowania jonoéw metali przejscio-
wych. Wymienione jony poprzez katalizowanie reakcji
Fentona oraz Habera i Weissa sg kluczowymi inicjatorami
generowania reaktywnych form tlenu. Zdolno$¢ polife-
noli do tworzenia stabilnych komplekséw z tymi jonami
skutecznie dezaktywuje ich prooksydacyjny potencjat,
co ma fundamentalne znaczenie w aplikacjach przemy-
stowych?®19,

Specyficzna wiasciwoscia ekstraktéw ziotowych jest
takze ich selektywna zdolnos$¢ do inhibicji aktywnosci
enzymatycznej. Mechanizm tego dziatania jest ztozony
i zalezy od struktury inhibitora oraz budowy centrum
aktywnego lub allosterycznego enzymu. Zwiazki fenolowe
moga dziata¢ jako inhibitory kompetycyjne, niekompety-
cyjne lub mieszane. Laczac si¢ z biatkiem enzymatycznym
poprzez wigzania wodorowe, hydrofobowe lub koordy-
nacyjne, tworza odwracalne lub nieodwracalne komplek-
sy, co z kolei prowadzi do zmiany konformacji enzymu
i utraty jego funkcji katalitycznej. Ta wlasciwos$¢ moze
zosta¢ wykorzystana do projektowania ,,inteligentnych”
materiatow, w ktérych bedzie kontrolowana niepozadana
aktywnos¢ biochemiczna!®- 12,

W kontekscie zastosowan bioaktywnych polaczen che-
micznych w przemysle paliwowym nalezy wskaza¢ ich
role jako komponentéw warunkujacych trwatos¢ biopaliw.
Niestabilnos¢ oksydacyjna stanowi jedno z kluczowych
wyzwan technologicznych ograniczajacych dlugotermi-
nowe magazynowanie i powszechne stosowanie biopaliw,
w szczegolnosci biodiesla, gdzie elementem sktadowym
sg estry metylowe wyzszych kwasow tluszczowych FAME
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(fatty acid methyl esters). Procesy autokatalitycznego
utleniania, inicjowane przez obecno$¢ tlenu, swiatla, pod-
wyzszonej temperatury oraz jonéw metali (np. Cu?*, Fe*"),
prowadza do ich degradacji. W odpowiedzi na te problemy
ekstrakty z roslin rodziny Lamiaceae (np. rozmarynu, szat-
wii, tymianku) stanowig ekonomicznie uzasadniong i eko-
logiczng alternatywe dla syntetycznych antyoksydantow.
Zwiazki fenolowe obecne w ekstraktach przekazujg proton
z grupy hydroksylowej (-OH) do reaktywnych rodnikow
peroksylowych (ROO") i alkoksylowych (RO"), przeksztat-
cajac je w stabilne hydroksyperoksydy (ROOH) i alkohole
(ROH). Powstaly w tej reakcji rodnik jest stabilizowany
przez rezonans w obrebie pierscienia aromatycznego, co
uniemozliwia mu inicjowanie kolejnych etapoéw reakcji
propagacji. W ten sposob cykl autooksydacji zostaje prze-
rwany, co w sposéb mierzalny wydtuza okres utleniania
biopaliwa' 9.

Ponadto niekorzystne dziatanie na stabilnos¢ biopaliw
maja jony metali, ktére pochodzg z procesow produk-
cyjnych lub kontaktu paliwa z metalowymi elementami
zbiornikéw i instalacji. Sg one silnymi katalizatorami
utleniania i przyspieszajg rozktad hydroksyperoksydow
do wysoce reaktywnych rodnikow. Dodatek naturalnych
roslinnych polifenoli, ktore zawieraja grupy hydroksylo-
we i maja dzigki temu zdolnos$¢ do chelatowania jonow
metali przejsSciowych wydaje si¢ by¢ przysztosciowym
rozwigzaniem. Tworzace si¢ stabilne kompleksy z jonami
miedzi(Il) lub zelaza(Il) dezaktywuja ich katalityczny
potencjal, co stanowi prewencyjng lini¢ obrony przed
inicjacjg proceséw degradacyjnych. Ekonomiczny aspekt
stosowania ekstraktow roslinnych pozyskiwanych z pro-
duktéw ubocznych lub odpadéw przemystu zielarskiego
wpisuje si¢ w zalozenia gospodarki o obiegu zamknietym
(circular economy). Efektywnos$¢ zastosowania w pola-
czeniu z ich biodegradowalnoscia czyni je rozwigzaniem
zgodnym z zalozeniami zréwnowazonego rozwoju i czy-
stej chemii'®.

Ekstrakty zawierajace wtorne metabolity roslinne moga
by¢ bezpiecznie uzywane w zwalczaniu szkodnikow i cho-
réb roslin uprawnych ze wzgledu na ich skutecznosé i zdol-
nos$¢ do szybkiej degradacji. Jednak pomimo powszechnego
stosowania biopestycydow opartych na tych substancjach,
ich aplikacja w praktykach rolniczych czg¢sto odbywa sig¢
bez petnego zrozumienia molekularnych mechanizmow
dzialania. Najnowsze badania rzucaja $wiatlo na owado-
bdjcze whasciwosci ekstraktow roslinnych, identyfikujac
roznorodne szlaki metaboliczno-fizjologiczne, na ktore
oddziatluja one w organizmach docelowych!¢1®.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wita-
sciwosci przeciwutleniajgcych i hamujacych cholinoeste-
razy (AChE i BChE) wodnych i alkoholowych ekstrak-
tow z wybranych roslin, w celu oceny ich potencjalnego
zastosowania w roznych sektorach przemystowych jako
naturalnych stabilizatoréw, modyfikatorow procesow lub
sktadnikéw nowoczesnych materiatow.
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Czes¢ doswiadczalna

Surowce

Material badawczy stanowily handlowe probki suszo-
nych ziot przyprawowych zakupione w lokalnej sieci
detalicznej na terenie Lublina (majeranek, bazylia, tymia-
nek, oregano, rozmaryn, czagber, kolendra, lubczyk, na¢
pietruszki i trawa cytrynowa). Uzyto produktow znanej
firmy w oryginalnych, nienaruszonych opakowaniach.
Do badan wykorzystano ziola z jednej partii produkcy;j-
nej, aby zapewni¢ powtarzalnos¢ i spdjnosé wynikow.
Probki przechowywano zgodnie z zaleceniami producenta,
w suchym i zacienionym miejscu, w temperaturze poko-
jowej. Surowce uzyto do analiz bezposrednio po otwarciu
opakowan, bez dalszego przygotowania lub oczyszcza-
nia, w terminie ich przydatnosci do spozycia. Materiat
badawczy stanowito 10 gatunkéw zidt z 3 rodzin, ktore
przedstawiono w tabeli 1.

Do badania potencjatu inhibicyjnego ekstraktow stoso-
wano acetylocholinoesteraze (AChE, EC3.1.1.7, Sigma
Aldrich) i butyrylocholinoesteraze (BChE, EC 3.1.1.8,
Sigma Aldrich).

Metodyka badan

Wszystkie surowce w postaci suszu zostaly poddane pro-
cesowi rozdrabniania w miynku laboratoryjnym do uzyskania
jednorodnego proszku. W celu przygotowania ekstraktow
odwazone porcje (1,0 g) kazdego surowca zalano 10 mL roz-
puszczalnika (w stosunku 1:10 mas.), wykorzystujac wodeg
dejonizowang (ekstrakty wodne) oraz 70-proc. (obj.) wodny
roztwor etanolu (ekstrakty etanolowe). Proces ekstrakcji
prowadzono przez 60 min w temp. 40°C z wykorzystaniem
wytrzasarki laboratoryjnej (150 rpm). Nastepnie mieszaniny
odwirowano (4500 rpm, 15 min, 20°C), a uzyskane super-
natanty przesgczono przez filtry strzykawkowe Millex-GS
o $rednicy poréw 0,45 pm w celu uzyskania klarownych roz-
tworow. Przygotowane ekstrakty przechowywano w temp.
-20°C do czasu wykonania analiz.

Metody analityczne

Sumaryczng zawarto$¢ zwiagzkow fenolowych TPC (total
phenolic content) w przygotowanych ekstraktach oznaczo-
no metoda spektrofotometryczna za pomocg odczynnika
Folina i Ciocélteu, zgodnie z procedurg opisang przez
Singleton i Rossi'” z niewielkimi modyfikacjami. Jako
wzorzec stosowano kwas galusowy, na podstawie ktorego
sporzadzono krzywg kalibracyjng. Catkowita zawartos¢
polifenoli wyrazono jako miligramy ekwiwalentu kwasu
galusowego na 1 g s.m. surowca (mg GAE/g s.m.).

Aktywnos¢ przeciwutleniajacg ekstraktow oceniono na
podstawie ich zdolnosci do neutralizacji rodnika 2,2-dife-
nylo-1-pikrylohydrazylowego (DPPH), opierajac si¢ na
metodzie opisanej przez Sanchez-Moreno®”. Zdolnos¢ do
zmiatania wolnych rodnikdw mierzono jako spadek absor-
bancji przy dtugosci fali 4 =517 nm.
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Table 1. Research material
Tabela 1. Materiat do badan

Rodzina

Nazwa surowca (nazwa laciﬁsl«z)

bazylia (Ocimum basilicum L.)

majeranek (Origanum majorana L.)

Jasnotowate oregano (Origanum vulgare L..)

(Lamiaceae)

tymianek (Thymus vulgaris 1..)

rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.)

czaber (Satureja hortensis L.)

kolendra (Coriandrum sativum L.)

Selerowate

(Apiaceae) lubezyk (Levisticum officinale Koch)

pietruszka naé¢ (Petroselinum crispum (Mill.) Fuss)

Wiechlinowate
(Poaceae)

trawa cytrynowa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf)

Aktywnos$¢ antyoksydacyjng, wyrazong jako procent
inhibicji, obliczono wg wzoru (1):

I=[1-4/4,]-100 (D
w ktorym [ oznacza zdolnos¢ wychwytywania rodni-
ka DPPH, %, A, absorbancj¢ proby kontrolnej w czasie
t=0, a A, absorbancj¢ roztworu z badang probg po czasie
¢t =30 min.

Potencjat inhibicyjny ekstraktéw wobec acetylocholi-
noesterazy i butyrylocholinoesterazy zbadano za pomoca
zmodyfikowanej metody spektrofotometrycznej Ellmana®?.
Reakcja enzymatyczna polega na hydrolizie substratow,
jodku acetylotiocholiny (ATChI) dla AChE lub jodku
butyrylotiocholiny (BTChI) dla BChE, do tiocholiny,
ktora reaguje z odczynnikiem Ellmana (DTNB). Pomiar
absorbancji wykonano przy dtugosci fali 4 =412 nm. Jako
kontrole pozytywng zastosowano fizostygming.

Wyznaczono stopien inhibicji, korzystajac ze wzoru (2):

% inhibicji = [1 -4 /4,]-100 2)
w ktorym A oznacza absorbancje¢ proby kontrolnej, a 4,
absorbancj¢ roztworu z badang préba.

Wszystkie oznaczenia wykonano w 3 niezaleznych
powtorzeniach (n = 3). Uzyskane wyniki przedstawiono
jako warto$¢ srednig + odchylenie standardowe (SD).
Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania Statistica 13. W celu oceny istotnosci roz-
nic miedzy Srednimi zastosowano jednoczynnikowa analize
wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Tukeya. Réznice
uznano za statystycznie istotne przy poziomie istotnosci
a=0,05.

Wyniki badan i ich oméwienie

Calkowita zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych, oznaczo-
ng metodg Folina i Ciocalteu, przyjmuje si¢ za wskaznik
ogolnego potencjatu redukujacego ekstraktow roslinnych.
W przypadku wigkszosci prob zaobserwowano istotne
statystycznie roznice w zawartosci zwigzkéw fenolowych
w przypadku zastosowania 70-proc. obj. wodnego roztwo-

ru etanolu niz wody jako ekstrahenta (tabela 2). Byt to
wynik odmiennej polarnosci rozpuszczalnika, opisywanej
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Wartosci oznaczone réznymi literami (a, b, c... — ekstrakty wodne, A, B... — ekstrakty etanolowe) roznig sie
istotnie statystycznie (a = 0,05); wartosci oznaczone gwiazdka (*) (poréwnanie ekstraktu etanolowego

i wodnego danego surowca) réznig sie istotnie statystycznie (a = 0,05)

Figure. Antioxidant activity as percentage of DPPH radical inhibition (mean with standard devia-

tions) of ethanolic and aqueous extracts of herbs

Rysunek. Aktywnosc¢ przeciwutleniajaca jako procent inhibicji rodnika DPPH (Srednia z odchyle-

niami standardowymi) etanolowych i wodnych ekstraktow ziot

przez stalg dielektryczng (g). Woda (& ok. 80) efektywnie
ekstrahowata zwiazki silnie polarne. Mieszanina wodno-
-etanolowa (70-proc. obj.) charakteryzowata si¢ natomiast
posrednig stata dielektryczng, ktéra byta optymalna do
rozpuszczania i ekstrakcji szerokiego zakresu zwigzkow
o zréznicowanej polarnosci, od glikozydéw flawonoido-
wych po wolne kwasy fenolowe i aglikony, ktore wystepuja
w badanych ziotach?.

Najwyzsza wartos¢ TPC dla majeranku (56,89 mg
GAE/g) byla odzwierciedleniem jego profilu chemicznego.
Badania za pomoca HPLC-MS*) wykazaly, ze majeranek
jest bogaty w kwas rozmarynowy, ester kwasu kawowego
i kwasu 3,4-dihydroksyfenylomlekowego. Jego struktura,
zawierajaca 2 jednostki katecholowe (1,2-dihydroksyben-
zen), czyni go zwigzkiem o wyjatkowo wysokim potencjale
redukujacym. Analogiczng zalezno$¢ mozna wykazac dla
innych ziol z rodziny Lamiaceae. Wysokie zawartosci TPC
w ekstraktach etanolowych dla tymianku (43,04 mg GAE/g)
i oregano (38,05 mg GAE/g) byly konsekwencja obecnosci
w nich tymolu i karwakrolu, monoterpenoidow fenolowych
z grupa hydroksylowa przy pierscieniu aromatycznym??.
W przypadku rozmarynu (39,51 mg GAE/g) badania prze-
prowadzone przez Leselliera i wspotpr.® wykazaty duze
zawartosci kwasu karnozowego i karnozolu, czyli diterpe-
néw fenolowych o strukturze katecholowej, ktére sg jednymi
z najsilniejszych naturalnych antyoksydantéw lipofilnych.

Trawa cytrynowa (21,41 mg GAE/g) jest surowcem
roslinnym cenionym za swoje wilasciwosci sensoryczne
i biologiczne, natomiast wyniki oznaczenia TPC wskazaty
mala koncentracje tych zwigzkéw w pordéwnaniu z ekstrak-
tami innych ziél. Profil polifenolowy trawy cytrynowej jest
zdominowany przez 2 gtéwne klasy zwigzkdéw: flawonoidy
(luteolina i apigenina i ich C-glikozydy: izoorientyna i orien-
tyna) i kwasy fenolowe (kwas chlorogenowy oraz kwas
kawowy)?®. Obecnos¢ tych zwigzkdw, o potwierdzonych
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kolendra lubczyk pietruszka trawa cytr

wlasciwosciach antyoksydacyjnych i przeciw-
zapalnych, stanowi o potencjale biologicznym
ekstraktéw z trawy cytrynowej niezaleznie od
ogolnej wartosci TPC.

Analiza catkowitej zawartosci zwiazkow
fenolowych w ekstraktach wybranych zi6t
z rodziny Apiaceae (na¢ pietruszki, lis¢ kolen-
dry, lubczyk) wskazata na ich mata ogdlng
zawartos$¢, co mogtoby sugerowac ich nie-
wielki potencjat jako Zzrédet zwigzkow fenolo-
wych. Jednakze, jak potwierdzajg badania®”,
taka iloSciowa ocena jest niepetna i nie oddaje
ich waznej wartosci biologicznej. Aktywnos¢
tych ziol nie wynika z ogdlnej, lecz specy-
ficznej zawartosci konkretnych, biologicznie
aktywnych potaczen. Przyktadem jest na¢
pietruszki, ktora, mimo matej wartosci TPC
(16,65 mg GAE/g) jest uznawana za jedno
z najbogatszych naturalnych zrodet flawonu
apigeniny, gtéwnie w postaci jej glikozydu
apiiny. Podobng zaleznos¢ obserwowano w przypadku lisci
kolendry, gdzie réwniez warto$¢ TPC nie odzwierciedlata
faktu, ze jest ona cennym Zrédlem flawonoli: kwercetyny
i kemferolu oraz ich glikozydow. Zwiazki te wraz z kwasami
fenolowymi (np. kwasem kawowym) decyduja o potencjale
antyoksydacyjnym. Lubczyk ogrodowy ma jeszcze bar-
dziej ztozony profil chemiczny. Badania innych autorow?
2 wykazaty obecno$¢ furanokumaryn (m.in. psoralen),
zwigzkow o silnym dzialaniu biologicznym wykazujacych
dziatanie fotouczulajace. Oznacza to, ze zwigkszaja wraz-
liwos¢ skory na swiatto stoneczne i dlatego sa stosowane
w leczeniu chordb skory (luszczyca i bielactwo) oraz moga
by¢ sktadnikiem lekow pobudzajacych repigmentacje skory
w bielactwie.

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca (rysunek) oceniono na
podstawie testu neutralizacji stabilnego azotowego rodnika
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH). Badane ekstrakty
alkoholowe charakteryzowaly si¢ wartosciami stopnia inhi-
bicji w zakresie 1,82—47.,21%, natomiast ekstrakty wodne
nieznacznie nizszymi, 1,42—42,46%. Reakcja wygasza-
nia stabilnego rodnika DPPH zazwyczaj przebiega wg 2
gtéwnych mechanizméw: transferu atomu wodoru HAT
(hydrogen atom transfer) lub sekwencyjnego transferu elek-
tronu i protonu SET-PT (sequential electron transfer-proton
transfer). Kluczowym czynnikiem determinujgcym zdolnosé
zwigzku fenolowego do dzialania antyoksydacyjnego jest
entalpia dysocjacji wigzania O—H BDE (bond dissociation
enthalpy) oraz stabilizacja rezonansowa powstajacego rodni-
ka fenoksylowego. W uzyskanych wynikach obserwowano
silng korelacje miedzy TPC a aktywnoscia DPPH, co jest
chemicznie uzasadnione. Ziola z rodziny Lamiaceae, ktore
charakteryzowaly si¢ wysoka zawartoscia TPC (tabela 2),
okazaly si¢ rowniez najskuteczniejszymi antyoksydantami.
Bylo to zgodne z zasadami zaleznosci struktura-aktywnos¢
dla antyoksydantow fenolowych, gdyz zwiazki zawierajace
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Table 2. Total phenolic content in ethanol and aqueous herbal extracts

Tabela 2. Zawartosc zwigzkow fenolowych w etanolowych i wodnych eks-

traktach ziét

Suma zwigzkow fenolowych, mg/g

Ekstrakt

ekstrakt etanolowy ekstrakt wodny
Bazylia 22.98+0,58"-¢ 24,64+0,258-4
Majeranek 56,89+2,64-2 50,14+3,4742
Oregano 38,05£1,06%¢ 35,924+0,58-°
Tymianek 43,04+£1,754° 34,75+0,685 P
Rozmaryn 39,514+0,68*¢ 11,82+0,375-¢
Czaber 36,97+0,97 ¢ 30,87+0,625 ¢
Kolendra 14,87+0,24* ¢ 18,73+0,155< 1
Lubczyk 20,010,544 d¢ 19,77+0,08% ¢
Pietruszka 16,65+0,23*¢ 15,81+0,1%F
Trawa cytrynowa 21,41+1,294-4 16,03+0,08%

Srednia + odchylenie standardowe; »® - wartosci w wierszach oznaczone roznymi literami
roznia sie istotnie statystycznie (o = 0,05); >~ - wartosci w kolumnach oznaczone r6znymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (« = 0,05)

ugrupowania katecholowe (kwas rozmarynowy, kwas kar-
nozowy) wykazuja znacznie wigksza aktywnos¢ niz feno-
le z pojedyncza grupg —OH. Dwie grupy —OH w pozycji
orto obnizaja BDE pierwszego wigzania O—H i stabilizuja
powstaty rodnik poprzez tworzenie wewnatrzczasteczkowe-
2o wigzania wodorowego. Istotne pod wzgledem aktywnosci
antyrodnikowej sg rowniez podstawniki przy pierscieniu aro-
matycznym. Grupy alkilowe zwigkszaja gestos¢ elektronowa
na pierscieniu i stabilizuja rodnik, wzmacniajac aktywnos¢,
jak to jest obserwowane w przypadku tymolu i karwakrolu,
potaczen obecnych w ekstrakcie z tymianku®®. Ekstrakty
z majeranku, tymianku i czabru, zawierajace w swoim skla-
dzie zwiazki spetniajace powyzsze zaleznosci strukturalne,
silnie redukowaly rodnik DPPH, odpowiednio 47,21, 35,86
i 27,24% inhibicji. Ich potencjat antyoksydacyjny wynikat
bezposrednio z obecnosci specyficznych farmakoforow
o dziataniu przeciwrodnikowym. Znaczaca r6znica w aktyw-
nosci przeciwrodnikowej, mierzona jako procent inhibicji
wolnego rodnika DPPH, pomiedzy etanolowym (70-proc.
obj.) a wodnym ekstraktem z rozmarynu to prawdopodob-
nie efekt odmiennej zdolnosci tych rozpuszczalnikow do
ekstrakcji kluczowych zwigzkéw bioaktywnych. Wieksza
aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktu etanolowego (38,4%)
w poréwnaniu z wodnym (4,49%) byla konsekwencja jego
zoptymalizowanej polarnosci, ktora umozliwia efektywniej-
sze pozyskanie szerokiego spektrum zwigzkow fenolowych
odpowiedzialnych za zdolnos¢ wygaszania reaktywnych
form tlenu. Nalezy zaakcentowaé, ze bardzo maty poten-
cjal przeciwutleniajacy ekstraktu wodnego z rozmarynu
w porownaniu z ekstraktem etanolowym wynikat w gtow-
nej mierze z obecnosci diterpendw fenolowych (kwas kar-
nozowy i karnozol) oraz kwasow fenolowych, z kwasem
rozmarynowym na czele. Zwiazki te zawieraja w swojej
strukturze grupy hydroksylowe (—OH) przytaczone do pier-
Scienia aromatycznego, ktore sg zdolne do donacji atomu
wodoru, neutralizujac w ten sposob DPPH. Procent inhibicji
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obserwowany w przeprowadzonym tescie byl wprost pro-
porcjonalny do stezenia tych zwigzkow w analizowanym
ekstrakcie. Dlatego nalezy podkresli¢ role zastosowanego
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego. Woda jako rozpuszczalnik
silnie polarny efektywnie ekstrahowala kwas rozmarynowy.
Kluczowe w kontekscie aktywnosci przeciwrodnikowej
byly jednak zdecydowanie mniej polarne diterpeny feno-
lowe, stabo rozpuszczalne w wodzie. W rezultacie ekstrakt
wodny zawieral relatywnie male stezenie tych potaczen, co
przekladalo si¢ na jego malg zdolnos¢ do inhibicji rodnika
DPPH. Zastosowanie 70-proc. roztworu etanolu w wodzie
tworzyto uktad rozpuszczalnika o posredniej polarnosci, co
pozwolito na efektywna ekstrakcje z materiatu roslinnego
zardwno zwiagzkéw bardziej polarnych (kwas rozmaryno-
wy), jak i tych o mniejszej polarnosci (kwas karnozowy
i karnozol). W efekcie ekstrakt etanolowo-wodny byt
znacznie bogatszy w catkowitg zawartos¢ zwiazkoéw feno-
lowych, obejmujac szersze spektrum czasteczek o dziataniu
antyoksydacyjnym.

Otrzymane wyniki testu inhibicji cholinoesteraz (tabela
3) wskazaty na zlozone mechanizmy bgdace podstawg tych
reakcji. Obserwowany brak korelacji miedzy wysokim TPC
a aktywnoscia antycholinoesterazowg dla poszczegdlnych
ekstraktow pokazuje, ze mechanizmy antyoksydacyjne
i inhibicji enzymatycznej byty warunkowane przez cal-
kowicie odmienne cechy strukturalne. Centrum aktywne
acetylocholinoesterazy (AChE) to gleboka i waska kieszen,
na ktdrej dnie znajduje si¢ triada katalityczna. Kluczowa
role odgrywa rowniez peryferyjne miejsce anionowe
(PAS), ktore uczestniczy w wychwycie substratu (acety-
locholiny)?". Skuteczny inhibitor musi charakteryzowaé
si¢ odpowiednim rozmiarem, ksztattem i rozkladem
fadunku. Najsilniejszymi inhibitorami okazaty si¢ by¢
trawa cytrynowa (AChE 40,11%; BChE 20,93%) i bazylia
(AChE 38,59%; BChE 26,18%). Ich aktywnos$¢ mogta
wynikaé z obecnosci monoterpenoidow. Trawa cytrynowa
zawiera cytral, aldehyd @, f-nienasycony, ktérego grupa

Table 3. Inhibition of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BChE) activity of ethanolic herbal extracts

Tabela 3. Inhibicja aktywnosci acetylocholinoesterazy (AChE) i butyrylo-
cholinoesterazy (BChE) przez etanolowe ekstrakty zi6t

Ekstrakt % inhibicji AChE % inhibicji BChE
Bazylia 38,59+0,14 26,18+0,01
Majeranek 10,30-+0,00 8,07+0,08
Oregano 29,06+0,12 14,75+0,45
Tymianek 9,74+0,01 9,29+0,02
Rozmaryn 13,26+0,47 8,24+0,01
Czaber 11,48+0,08 n.d.
Kolendra 18,87+0,15 n.d.
Lubczyk 19,31+1,31 17,05+0,17
Nac pietruszki 33,43+0,00 3,22+0,04
Trawa cytrynowa 40,11+0,02 20,93+0,19

Srednia + odchylenie standardowe; n.d. - nie oznaczono
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karbonylowa (—C=0) moze dziata¢ jako akceptor wigzania
wodorowego lub tworzy¢ odwracalny hemiacetal z grupa
—OH seryny w triadzie katalitycznej, blokujac w ten sposéb
enzym. W ekstrakcie z bazylii obecny jest linalol, trzecio-
rzedowy alkohol monoterpenowy?. Mechanizm inhibicji
polegat najprawdopodobniej na nieckowalencyjnych oddzia-
tywaniach hydrofobowych i van der Waalsa wewnatrz miej-
sca katalitycznego. Jego zdolnos¢ do inhibicji zardwno
AChE, jak i BChE czyni go interesujgcym inhibitorem
podwojnym. Stabg aktywnos¢ ekstraktow z majeranku
(AChE 10,30%; BChE 8,07%) i tymianku (AChE 9,74%;
BChE 9,29%), mimo ich bogactwa w polaczenia fenolowe,
mozna tlumaczy¢ wynikiem obecnosci duzych i polarnych
czgsteczek, takich jak np. kwas rozmarynowy, co unie-
mozliwiato efektywne dopasowanie i zwigzanie w waskiej
kieszeni katalitycznej AChE. Grupa karboksylowa kwasu
rozmarynowego w badanych warunkach byta zdeprotono-
wana, nadajac calej czasteczce tadunek ujemny. Centrum
aktywne AChE, a zwlaszcza jego miejsca anionowe (CAS
i PAS), byly przystosowane do wigzania dodatnio natado-
wanej czwartorzedowej grupy amoniowej acetylocholiny
(N*(CH,),). Dlatego ujemnie natadowany jon tego kwasu
byl odpychany elektrostatycznie od kluczowych rejonow
wigzacych enzymu, co skutecznie uniemozliwiato jego
prawidlowe dokowanie®®.

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania wskazuja, ze ocena potencjatu
biologicznego surowcow roslinnych wymaga podejscia
wielokierunkowego, gdyz rozne aktywnosci sg warun-
kowane przez odmienne klasy zwigzkéw chemicznych
o specyficznych cechach strukturalnych. Potwierdzono, ze
ziofa z rodziny Lamiaceae (majeranek, tymianek, rozmaryn,
oregano) sg waznym zrodtem fenolowych antyoksydantow,
ktérych aktywnos¢ wynika z obecnosci ugrupowan kate-
cholowych i specyficznych podstawnikdéw przy pierscieniu
aromatycznym. Z drugiej strony potencjat neuroprotekcyj-
ny, rozumiany jako inhibicja cholinoesteraz, jest w bada-
nych surowcach zwigzany nie z obecnoscig polifenoli,
lecz prawdopodobnie z obecnoscia matoczasteczkowych,
umiarkowanie lipofilnych terpenoidéw (cytral, linalol),
ktére wchodza w interakcje z centrum aktywnym enzymu.
Poziom TPC, mimo Ze jest czgsto stosowanym wskazni-
kiem do okreslenia aktywnosci antyoksydacyjnej, moze by¢
wstepnie wykorzystywanym parametrem do przewidywania
aktywnosci antycholinoesterazowej. Dalsze badania powin-
ny zmierza¢ w kierunku izolacji poszczegdlnych zwigzkow
z najaktywniejszych ekstraktow w procesie frakcjonowania
kierowanego testem biologicznym (bio-guided fractiona-
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tion), aby jednoznacznie zidentytikowa¢ czasteczki o naj-
wyzszym potencjale terapeutycznym i zbada¢ ich doktadny
mechanizm molekularny.
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