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Oznaczanie kwasu kawowego jako wskaznika zawartosci kwasow
fenolowych w jezowce purpurowej, krwawniku pospolitym i babce
lancetowatej, stosowanych jako immunostymulacyjne dodatki paszowe

Determination of Caffeic Acid as Indicator of Phenolic Acid in Purple Coneflower, Yarrow,
Great Plantain as Immunostimulative Nutrition Additives

Wielkotowarowy, intensywny, chow zwierzat stwarza wigle zagrozen dla
ich zdrowia i $rodowiska. Przy najmniejszych nawet zaburzeniach odpornosci
organizmu dochodzi do spadku jego obronnosci. Dotyczy to zaréwno deficytow
elementéw odporno$ciowych zwierzgcia (immunosupresja), jak i nadmiernego
wzrostu tych parametrow (nadwrazliwosc).

W ostatnich latach pojawila sig¢ rosnaca liczba raportéw o immunomodula-
cyjnych wiasciwosciach metabolitdéw roslinnych. Moze si¢ to przejawia¢ na
rozne sposoby: wzrostem aktywnos$ci makrofagéw, wzrostem liczby limfocytow
T lub B, wzrostem liczby interferonéw lub wzbudzaniem interleukin. Rozwa-
zajac wieloraka biologiczng aktywno$¢ interferonéw, wiele uwagi poswigca sig
poszukiwaniu ro$linnych induktoréw interferonéw. Wigkszos¢ z nich pochodzi
z rodziny Asteraceae. Spos$rdd roslin szczegdlng uwage skupia si¢ na Echinacea
sp., ze wzgledu na jej wielorakg aktywno$¢ immunostymulujaca (13).

Réwniez i inne rosliny, jak np. ziele krwawnika (Achillea millefolium) czy
ziele babki lancetowatej (Plantago lanceolata), posiadaja wiele cial czynnych o
dziataniu immunomodulujagcym i sa przedmiotem badan w celu zastosowania
ich jako dodatki paszowe dla zwierzat zarowno gospodarskich, jak i fownych.

Dziatanie immunomodulujace wykazuja: nukleotydy, polisacharydy, gliko-
proteiny, proteiny, peptydy, taniny, garbniki, $luzy jak roéwniez zwiazki nisko-
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czasteczkowe: alkaloidy, olejki eteryczne, flawonoidy, a takze fenole, polife-
nole i fenolokwasy (15).

Kwasy fenolowe wystgpujace w wielu roélinach leczniczych posiadaja
dziatanie farmakologiczne. W wigkszoséci surowcoéw wspomagaja dzialanie
gtownych ciatl czynnych, same réwniez wykazuja wilasciwosci lecznicze.
Badania in vitro oraz do§wiadczenia na zwierzgtach z preparatami stosowa-
nymi w profilaktyce i leczeniu przezigbien ograniczyly si¢ do oznaczenia
podwyzszonej zdolnosci fagocytarnej granulocytéw i makrofagéw, pomiaru
zwigkszonego uwalniania rodnikéw tlenowych, podwyzszonego poziomu
substancji bakteriobojczych w osoczu, wzrostu aktywnosci enzyméw lizo-
somalnych.

Wigkszo$¢ wyciagow w zaleznosci od zastosowanej dawki moze pobudzaé
(dawki niskie) lub hamowa¢ (dawki wysokie) reakcje immunologiczne. Po-
chodne kwasu kawowego maja ciekawe dzialanie biologiczne — co uzasadnia
stosowanie wielu surowcow w fitoterapii (5). Stwierdzono, Ze specyficzne
dziatanie przeciwwirusowe warunkuje reszta czasteczki kwasu kawowego. Nie
wykazaly go natomiast rownolegle testowane pochodne kwasu cynamonowego,
kwas ferulowy i flawonoidy (2, 3). Nowa grupa zwiazkow biologicznie czyn-
nych, pokrewnych garbnikom, sa kawolidy. Zalicza si¢ do nich pochodne kwa-
su kawowego i innych fenolokwasow, wywodzacych si¢ od kwasu cynamono-
wego (2).

Pochodne fenolokwaséw — depsydy i depsydony, zwane kwasami porosto-
wymi, w medycynie ludowej byly stosowane w sytuacji obnizenia odpornosci
organizmu (12). Jednak zastosowanie zi6t w zywieniu zwierzat, ze wzgledu na
specyfikg zarowno wielkoéci dawki, jak i sposobu ich podawania, wymaga
przeprowadzenia standaryzacji zawartych w nich substancji czynnych. Celowe
zatem wydato sig okreslenie ilosci kwasu kawowego jako wskaznika zawarto$ci
kwaséw fenolowych, nalezacych do immunostymulatoréw, w jezéwce purpu-
rowej, babce lancetowatej i krwawniku pospolitym.

MATERIAL I METODY

W badaniach wykorzystano ziele jezowki purpurowej, ziele krwawnika pospolitego i liscie
babki lancetowatej, pochodzace z Zakladéw Zielarskich ,,Kawon” z Gostynia.

Probki badanych zi6t rozdrobniono w miynie rotacyjnym przez okres 3 min. przy
3000 obr./min. Z badanych surowcéw sporzadzono wyciagi (80% metanolem w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika) celem oznaczenia technika HPCE oraz HPLC, zmodyfikowana metoda
Ibrahima i Towersa, a stosowang przez Krzaczka (8). Natomiast dla oznaczen metoda
spektrofotometryczng przy uzyciu odczynnika Arnova wykorzystano wyciag metanolowy z
Jjezéwki purpurowej oraz odwary z trzech badanych zi6l.
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Ryc. 1. Wyniki oznaczenia kwasu kawowego w metanolowym jezéwki purpurowej technika
HPCE dla trzech dtugosci fali: 210 nm, 265 nm i 310 nm w czasie 16,1 minut
Results for caffeic acid determination in methanol extract of purple coneflower by means
of HPCE technique for wavelenghts:210 nm, 265 nm and 310 nm during 16.1 min
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Ryc. 2. Wynik oznaczenia kwasu kawowego dld roznych dhugosci fali: 200 nm — 290 nm
Results for caffeic acid determination for wavelenghts 200 nm and 290 nm
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Oznaczenie ilo$ci kwasu kawowego w badanych roélinach wykonano przy uzyciu techniki
wysokonapigciowej elektroforezy cienkokapilarnej w aparacie Spektra PHORESIS 100 w Kate-
drze Biochemii i Toksykologii AR Lublin w nastgpujacych warunkach: napigcie 15,23 kV,
natgzenie 0,76 WA, temperatura 29,99°C, bufor boranowy pH 5,5, wymiary kapilary — 70 cm:
75 um, temperatura kapilary: 15-60°C.

Oznaczenie wzorca kwasu kawowego: 10 mg kwasu kawowego rozpuszczono w 1 cm3
KOH (0,1 M) i dodano 1 cm?® buforu boranowego. Po naniesieniu na kolumng (nr 3112) rozwija-
no elektroforegram. Na ryc. 1 przedstawiono wynik oznaczenia kwasu kawowego dla trzech
dtugosci fali : 210 nm, 265 nm, 310 nm w czasie 16,1 min. Natomiast ryc. 2 przedstawia wynik
oznaczenia dla réznych dlugosci fali od 200 do 296 nm. Najefektywniejsza dlugo$é fali
stosowana dla oznaczenia kwasu kawowego to 210 nm, przy ktérej pik jest najwigkszy. Po
okre$leniu ilosci kwasu kawowego w badanym surowcu przeliczano go na zawarto$é zwiazkoéw
polifenolowych (w %) wedtug wzoru: X = 0,0005 - a, gdzie: a — ilo$¢ kwasu kawowego (w pg),
0,0005 — wspotczynnik przeliczeniowy.

Dla por6éwnania oznaczanie kwasu kawowego w tych samych prébkach przeprowadzono
metoda spektrofotometryczng przy uzyciu odczynnika Arnova (10). Wyniki byly poréwnywalne,
mimo ze metoda ta jest mniej czula. Oznaczanie kwasu kawowego jak i innych fenolokwas6w,
mozna réwniez przeprowadzi¢ przy zastosowaniu techniki SPE HPLC (chromatografii cie-
czowej).

WYNIKI

Na podstawie oznaczenia stezenia kwasu kawowego okreslono ilo$¢ polife-
nolokwasow w badanym materiale. Wyniki oznaczenia zawartosci kwasow
fenolowych w badanych odwarach i wyciagu z zi6l przedstawiono w tab. 1. Ze
wzgledu na znaczacy wplyw skladnikow pozywienia na uktad immunologiczny
zwierzat 1 ludzi okreslono zawarto$¢ podstawowych sktadnikéw pokarmowych
oraz elementéw mineralnych w badanych ziotach. Wyniki przedstawiono w
tab. 21 3.

Tab. 1. Zawarto$¢ kwaséw fenolowych w przeliczeniu na kwas kawowy
Percentage of phenolic acids re-calculated into caffeic acid

Zawarto$¢ i s g :
=3 Zawarto$¢ zwiagzkow polifenolowych
Badana roslina kwasu kawowego N it e was Eywiar
(ng/em’) 3 .

Jezéwka purpurowa — odwar 80 0,04
Jezdéwka purpurowa — wyciag 71 0,0355
metanolowy
Krwawnik pospolity — odwar 55 0,0275
Babka lancetowata — odwar 67 0,0335
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OMOWIENIE WYNIKOW

Z przeprowadzonych badan wynika, ze najwigksze stgzenie kwasow fe-
nolowych (tab. 1) w przeliczeniu na kwas kawowy stwierdzono w odwarze z
jezowki purpurowej (0,04%) i w wyciagu metanolowym sporzadzonym z tej
roéliny (0,0355%). W odwarze z krwawnika pospolitego zawarto$¢ tych kwa-
soOw wyniosta $rednio 0,0335%. Najmniejsze ilosci polifenolokwaséw stwier-
dzono w lisciach babki lancetowatej — 0,0275%. Otrzymane wyniki wskazuja
na to, ze do stosowania jako dodatki immunostymulacyjne do pasz dla zwie-
rzat hodowlanych wskazane bylyby odwary i wyciagi z zi6l zawierajacych
znaczace ilosci kwasow fenolowych, jak np. jezowka purpurowa.

Stwierdzono, iz najwigksza zawarto§¢ suchej masy wystgpuje w lisciach
babki lancetowatej. Surowiec ten charakteryzuje si¢ rowniez wyzsza od pozo-
stalych zawartoscig biatka ogdlnego, thuszczu surowego 1 zwiazkéw bezazo-
towych wyciagowych. Cechuje go najmniejsza ilo$¢ widkna surowego w su-
chej masie. Gléwna grupa zwigzkow biologicznie czynnych wystepujacych w
lisSciu babki waskolistnej (lancetowatej) sa surowce §luzowe. Zbierane pod-
czas kwitnienia rosliny licie zawieraja liczne wielocukry, flawonoidy (baj-
kaleina i skutelareina), glikozydy irydoidowe, zwlaszcza aukubing do 1,69%
(o dzialaniu bakteriostatycznym i ochraniajgcym miazsz watroby) oraz katal-
pol, nieco garbnikéw, liczne fenolokwasy (jak kwas chlorogenowy, neochlo-
rogenowy, kawowy i p-kumarowy), glikozyd-werbaskozyd (ok. 2%), enzymy,
gorycze, sterole, karotenoidy, zwiazki §luzowe, pektyny, kwasy organiczne
(np. askorbowy) i sole mineralne, a w nich rozpuszczalng krzemionkg i
zwiazki cynku (5, 6, 11, 14).

Tab. 2. Zawarto$¢ podstawowych skiadnikéw pokarmowych w jezowce purpurowej, krwawniku
pospolitym i babce lancetowatej (% w suchej masie)
Content of basic nutrients in purple coneflower, yarrow and plantain (% in DM)

J Sucha | Biatko | Thuszcz | Widkno | Popiét Zyipe
Ziola bezazotowe
masa | ogblne | surowy | surowe | Surowy ;
wyciggowe
REi S IO 90,06 | 11,30 | 197 | 1918 | 1076 4685
(Echinacea purpurea)
P e 93,10 | 1606 | 2,14 | 1017 | 1482 4991
(Plantago lanceolata)
Krwawnik pospolity
,65 10,29 1,94 30,15 19,52 28,75
(Achillea millefolium L.) -
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Tab. 3. Zawarto$¢ sktadnikow mineralnych w jezé6wce purpurowej, krwawniku pospolitym
i babce lancetowatej (g/kg)
Content of mineral components in purple coneflower, yarrow and great plantain (g/kg)

Badana roélina Ca Na Mg K Cu Zn Fe Mn

Jezéwka purpurowa
(Echinacea purpurea )

1585 | 0,35 0,05 20,37 | 0,01 0,06 0,19 0,34

Babka lancetowata

11,46 | 0,75 0,02 37,45 | 0,02 0,05 0,30 0,19
(Plantago lanceolata )

Krwawnik pospolity

6
(Achillea millefolium L.) 10,83 | 0,33 0,03 25,87 | 0,01 0,06 | 0,16 0,2

Wykazano, ze wyciagi z krwawnika i babki sa naturalnymi, niespecyficz-
nymi stymulatorami interferonu, a wiec moga mie¢ znaczenie w leczeniu cho-
rob wirusowych. Wada stosowanych ziot w formie naparéw i odwaréw jest
konieczno$¢ sporzadzania ich ex tempore.

W suchej masie ziela krwawnika pospolitego stwierdzono najwyzsze stgze-
nie popiotu surowego i wldkna surowego; najnizsze natomiast warto$ci przybie-
raly: biatko ogoélne, thuszcz surowy i substancje bezazotowe wyciggowe. Suro-
wiec ten zawiera poliiny z pontykaepoksydem, cis i transestry matrykariowe,
triterpeny, sterole, garbniki tanoidowe, cyjanogenne glukozydy (m. in. pruna-
zyng). Kwas kawowy i salicylowy naleza do wystgpujacych tu fenolokwasow, a
obecne w zielu flawonoidy to apigenina, luteolina i ich 7-0-glukozydy oraz
glikozyloflawony (1, 7).

Ziele jezéwki purpurowej, odmian uprawianych w Polsce, wykazuje spo-
érod oznaczanych podstawowych sktadnikéw pokarmowych badanych zi6l
wyzsza warto$¢ jedynie zwiazkoéw bezazotowych wyciagowych (tab. 2). Prepa-
raty z trzech gatunkéw jezoéwek: purpurowej, rézowej i waskolistnej obecnie
zaliczane sq w fitoterapii do najczesciej stosowanych roslinnych $rodkéw im-
munostymulujacych. Udowodniono w badaniach in vitro i in vivo, ze przetwory
z wymienianych gatunkéw jezéwek po podaniu pozajelitowym lub doustnym
zwigkszaja liczbg krwinek biatych i komorek §ledziony, aktywizuja fagocytoze
ludzkich granulocytéw i pobudzaja naturalne sity obronne organizmu. Surow-
cem w zalezno$ci od gatunku sa: korzen, ziele lub cafa rodlina. Jako potpro-
dukty preparatow leczniczych lub gotowe leki stosuje si¢ soki, wyciagi, wodno-
-alkoholowe i wyciagi wodne (9).

Sktad chemiczny poszczegdlnych surowcoéw z réznych gatunkéw jezowek
jest niezwykle bogaty i.bardzo zréznicowany w sile oddziatywania biologicz-
nego. Wyodrebniono rézne grupy substancji, jak: olejki eteryczne, poliacetyle-
ny, alkamidy, kwasy tluszczowe, polifenolokwasy, zwlaszcza pochodne kwasu
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kawowego i chinowego, polisacharydy i glikoproteiny. Znaleziono réwniez
dwa alkaloidy pirolizydynowe bez dzialania hepatotoksycznego (9).

Poczatkowo dzialanie lecznicze jezOwek przypisywano skiadnikom olejkow
eterycznych. Obecnie za to dzialanie czyni si¢ odpowiedzialnymi cztery grupy
zwigzkéw: 1) pochodne kwasu kawowego (najsilniejsze dzialanie immunosty-
mulujace ma kwas cychorynowy, stabsze echinakozyd), 2) oligosacharydy
(zwigkszajq fagocytoze), 3) glikoproteiny (zwigkszaja aktywnos$¢ limfocytow
B wytwarzajacych przeciwciala), 4) alkamidy (zwigkszaja fagocytoze oraz
wykazujg aktywnos¢ przeciwzapalng) — 9.

Wszystkie badane ziola sposréd siedmiu analizowanych pierwiastkow za-
wieraja najwyzsze ilo$ci wapnia i potasu. Sa one okolo dziesieciokrotnie wyz-
sze niz zawarto$¢ pozostatych elementéw mineralnych. Ziele jezowki purpuro-
wej (tab. 3) cechuje najwigksze stgzenie wapnia i magnezu, a najmniejsza za-
warto$¢ potasu w poréwnaniu z ich zawarto$cia w pozostatych analizowanych
surowcach. Nalezy podkresli¢, ze w jezOwce purpurowej wystepuje prawie
dwukrotnie wieksza zawarto$¢ magnezu niz w krwawniku pospolitym i babce
lancetowatej. Ma to szczeg6lne znaczenie w stymulacji metabolizmu, poniewaz
magnez jako ,,pierwiastek zycia” uczestniczy jako aktywator enzyméw w ok.
1000 reakcji wewnatrzkomérkowych, w tym w ok.100 podstawowych, takich
jak glikoliza, cykl Krebsa, biosynteza biatka, biosynteza kwasé6w nukleinowych
i innych. Uczestniczy rowniez w wielu procesach odpornosciowych organizmu
ludzkiego i zwierzecego.

W zielu krwawnika pospolitego stwierdzono szczegdlnie duza zawarto$¢
sodu, potasu i zelaza w poréwnaniu z innymi badanymi ziolami. Zwlaszcza
terapeutyczne dzialanie zelaza zwiagzane jest z mechanizmem hamowania
krwotokéw. Rola jego polega tez na uzupelnianiu ubytku zelaza, ktére odgrywa
w organizmie jedng z wazniejszych rol (oddychanie wewnatrzkomoérkowe-
cytochromy, przenoszenie tlenu — hemoglobina, enzymy i biatka regulatorowe
zawierajace ten pierwiastek). Rowniez duze ilosci sodu i potasu sa niezbgdne
podczas transportu substratow (np.: kanaly jonowe) oraz prawidlowego funk-
cjonowania ukadu nerwowego.

W kilogramie $wiezej masy lisci babki lancetowatej stwierdzono zawartos$¢
sodu, zelaza i cynku zblizona do tej, jaka znajduje si¢ w zielu jezowki purpu-
rowej.

Z dotychczasowych badan wynika, ze najwlasciwsze byloby stosowanie ja-
ko dodatkéw immunostymulacyjnych do pasz roslin $wiezych lub suszonych w
formie lizawki, odwaru, naparu czy maceratu. Dodatki suszonych zi6ét wahaja
si¢ w granicach 0,54-4% paszy pelnodawkowej (4).
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WNIOSKI

1. Kwas kawowy moze by¢ stosowany jako wskaznik zawartosci kwasow
fenolowych w jezéwce purpurowej, krwawniku pospolitym i babce lancetowa-
tej, podawanych jako dodatki immunostymulacyjne pasz.

2. Zawarto$¢ kwasu kawowego mozna okresli¢ w badanych ziotach przy
uzyciu metody spektrofotometrycznej z zastosowaniem odczynnika Arnova,
techniki elektroforezy cienkokapilarnej (HPCE).

3. Sposrod trzech badanych zi6t najlepsza przydatnosé jako proponowany
immunostymulator paszowy wykazata jezOwka purpurowa ze wzgledu na naj-
wyzsza zawarto$¢ kwasoéw fenolowych.

4. Przydatno$¢ jezowki purpurowe;j jako immunostymulatora oraz aktywato-
ra metabolizmu potwierdza rowniez fakt obecno$ci w niej duzej zawartosci
magnezu, ktéry stymuluje ok. 100 podstawowych przemian wewnatrzkomor-
kowych, w tym réwniez procesdw immunologicznych.

5. Krwawnik pospolity zawiera okoto trzykrotnie wyzsza ilos¢ zelaza
i okoto dwukrotnie wyzsza ilo$¢ sodu i potasu niz pozostale ziola, totez wska-
zany bylby jako dodatek paszowy dla zwierzat, u ktérych moga wystapié zabu-
rzenia uktadu hematologicznego i neurologicznego.
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SUMMARY

Recently, addition of herbs to fodder mixtures for animals as immunomodulating agents has
become very popular. However, due to the specificity of both the dose and the way of their sub-
mission to animals, the standardization process upon active chemicals is necessary. Phenolic
acids content in plant raw material determined on the basis of caffeic acid percentage, can be one
of the indices.

Phenolic acids content re-calculated into caffeic acid was determined in coneflower (Echina-
cea purpurea L.), yarrow (Achillea millefolium L.) and great plantain (Plantago lanceolata L.)
through analysis of caffeic acid level by means of high potential capillary electrophoresis (HPCE)
and spectrophotometry using Arnov’s reagent. Caffeic acid content amounted to 80 pg/em’ in con
decoction, 67 ug/cm3 in great plantain decoction, 55 ;Lglcm3 in yarrow decoction, and 71 pg/cm’
in purple coneflower extract. On the basis of caffeic acid percentage in polyphenolic acids, their
amount in raw material applied as an addition to fodder was evaluated. Usually, the dose of dried
herb addition ranges between 0.54% to 4% of full dose.



