Wykorzystanie skiadnikow ekstraktu z lisci orzecha
wioskiego Juglans regia L do zwalczania grzybow
z gatunku Ascosphaera apis

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2014, 68, 2, 117-122

Wstep

Orzech wtoski (Juglans regia L.) jest gatunkiem drzewa lisciastego
z rodziny orzechowatych. Jego liscie, tupiny, kora, owoce wykorzysty-
wane sg jako surowiec zielarski. W literaturze opisano przeciwbakte-
ryjne i przeciwgrzybicze wtasciwosci ekstraktow z owocdw orzecha
[17. Istnieja rowniez doniesienia o antyoksydacyjnych [2, 3] i owado-
bojczych [4] wiasciwosciach ekstraktéw z zielonych tupin orzecha.
Badano rowniez wtasciwosci ekstraktow z lisci orzecha przeciwko
roztoczom z gatunku Varroa destruktor [5, 6].

W lisciach, tupinach i korzeniach orzechéw (Juglans L) wyste-
puje substancja aktywna — juglon (5-hydroksy-I,4-naftochinon).
Jest jednym z silniejszych wystepujacych w przyrodzie fitotoksycz-
nych allelopatykéw [7, 8] hamujacych wzrost i rozwoj wielu roslin.
Stwierdzono réwniez, ze juglon wptywa na $miertelno$¢ motyla
szkodnika Grapholita molesta [9].

Autorzy pracy badali wptyw ekstraktu z lisci orzecha wioskiego
i otrzymanych w wyniku jego chromatograficznego rozdziatu frakgji
na wzrost grzybdw z gatunku Ascosphaera apis wywolujace u pszczét
grzybice wapienng (otorbielakowa). Obserwowano liniowy wzrost
grzybni w warunkach in vitro na podtozu agarowym. Metoda GC-MS
i DI-MS zidentyfikowano zwiazki najbardziej aktywnej frakcji. Zbadano
przeciwgrzybicze wiasciwosci juglonu, eugenolu i d-tokoferolu, kto-
rych obecnos¢ stwierdzono w badanej frakgiji.

Materiat i metody badan

Ekstrakt z lisci orzecha wloskiego

Liscie orzecha wtoskiego zebrano w czerwcu w okolicach War-
szawy. Swieze, pociete liscie podzielono na porcje i przechowywano
w zamrazarce w temp. -5°C. Kazda porcje, ok. 30 g umieszczano
jednorazowo w aparacie Soxhleta i ekstrahowano trzykrotnie 150 ml
metanolu przez 2 godziny (w sumie 6 h porcje 30 g lisci). Otrzymane
roztwory ekstraktu potaczono, a nastepnie zatezono na wyparce proz-
niowej. Z 2 kg $wiezych (zamrozonych) lisci otrzymano 140 g smoli-
stego osadu, ktéry nastgpnie rozpuszczono w 2 | chlorku metylenu.
Rozpuszczalng cze$¢ przesaczono przez saczek, przesacz zatgzono.
Otrzymano 8 g ekstraktu .

Ekstrakt | (5 g) rozdzielono metoda chromatografii kolumnowej
w kolumnie szklanej na zelu krzemionkowym. Eluent stanowit chlo-
rek metylenu i octan etylu w wzrastajacym stezeniu tego ostatniego
(od 50:1 do 1:20). Wykonano analize TLC otrzymanych frakciji w ukfa-
dzie heksan: chlorek metylenu : acetonitryl 5:3:1. Wzorzec juglonu
nanoszono na kazda ptytke.

Testy biologiczne z wykorzystaniem grzybéw z gatunku A. apis

Zbadano wptyw ekstraktu | i kilku frakcji otrzymanych w wyni-
ku jego chromatograficznego rozdziatu, a takze wzorcéw juglonu,
eugenolu i d-tokoferolu na wzrost grzybni A. apis w warunkach
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in vitro na podfozu agarowym. Acetonowe roztwory badanych sub-
stancji o okreslonych stezeniach nanoszono w ilosci | ml na po-
wierzchnig zestalonej agarem pozywke Sabourauda w ptytkach Pe-
triego, a nastgpnie réwnomiernie rozprowadzano i pozostawiano
w warunkach aseptycznych do odparowania acetonu. W tak przy-
gotowanych ptytkach umieszczano krazki grzybni (e 5 mm) wyciete
korkoborem z homogennej kultury grzyba Ascosphaera apis. Kon-
trole negatywnga stanowity ptytki, w ktorych na powierzchnie agaru
nanoszono aceton, a po odparowaniu rozpuszczalnika inokulowano
krazki grzybni. Ptytki inkubowano w temp. 25°C przez 5 dni. Po tym
czasie zmierzono s$rednice wyrostej grzybni i poréwnano z war-
to$ciami kontrolnymi. Skutecznos$¢ dziatania zwiazkéw obliczono
za pomocg wzoru Abbota:

(K ~F)
S = ——100%
& K
g
gdzie:
S,— skutecznos¢
K — $rednica grzybni w kontroli (Srednia z pomiaréw)

g
Fg— $rednica grzybni w kombinacji z badanym zwiazkiem ($rednie

Z pomiaréw).

Analiza chemiczna

Skfadniki aktywnej frakcji byty analizowane przy uzyciu spektro-
metru masowego (GC/MS) Agilent 5975 B. Warunki analizy GC byty
nastepujace: kolumna chromatograficzna HP-5MS (30 m x 0,25 mm,
film 0,25 um), przeptyw helu | ml/min, wprowadzona prébka wy-
nosita 0,2 ul. Zastosowano program temperatury: 50°C (3 min)
7 240°C (10°C/min), temperatura dozownika 240°C. Warunki MS:
jonizacja elektronéw (70 eV), temperatura zrédta jonéw 250°C.
Prébki rozpuszczano w octanie etylu. Identyfikacje juglonu opar-
to na wzorcu. Widma masowe poréwnywano z baza widm NIST
Database.

Zwiazki, ktore wykrystalizowaty z roztworu octanu etylu aktyw-
nej frakcji analizowano za pomoca spektroskopu Agilent 5975 B MSD
z przystawka do bezposredniego wprowadzenia (DI) Probe HPP7,
Scientific Instrument Services.

Widma absorpcyjne w podczerwieni wykonano za pomoca spek-
trometru FT/IR-420 metoda tabletki KBr (0,46 mg prébki i 270 mg
+5 mg KBr)

Substancje do analizy

Wzorce juglonu 97%, eugenolu 99% i d-tokoferolu >90% za-
kupiono w Sigma-Aldrich, zel krzemionkowy do chromatografii ko-
lumnowej 0,063-0,200 mm w Agros Organics, ptytki TLC aluminiowe
Silica gel 60 F,., w Merck, rozpuszczalniki w POCh.

Wyniki

Otrzymany w aparacie Soxhleta ekstrakt z lisci orzecha wtoskiego
Juglans regia L i otrzymane w wyniku jego chromatograficznego roz-
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dziatu frakcje poddano badaniom aktywnosci biologicznej w stezeniu
10 000 mg/| przeciwko grzybom z gatunku Ascosphaera apis. Otrzyma-
ne wyniki przedstawiono w Tablicy .

Tablica |

Dziatanie ekstraktu z lisci orzecha i otrzymanych w wyniku jego
chromatografii frakcji (O) w stezeniu 10 000 mg/l na grzyby z gatunku
Ascosphaera apis

Numer frakcji Hamowanie rozwoju A. apis, %
Ekstrakt | z lisci orzecha 45
O-1 70
0O-2 80
0-3 60
0O-4 78
0O-5 72
0-6 70
O-7 16
0-8 32
09 20

Nastepnie wybrano najbardziej aktywna frakcje (O-2) powodujaca
hamowanie rozwoju A. apis w 80% i zidentyfikowano metoda GC-MS
obecne w niej zwiazki (Tab. 2).

Tablica 2
Identyfikacja zwiazkéw obecnych w frakcji O-2 metoda GC-MS
Nr | Zwiazek (nu- | Zawar- | Czas Masa |Jon mole-|Prawdopo- | Wzér su-
mer CAS) | tosé pro- | retencji [ molowa | kularny |dobienstwo| maryczny
centowa
% min m/z MF/ RMF
| |Eugenol 47 13,837 | 164,20 164 945/946 | C,H .0,
(97-53-0)
2 |B-Kariofilen 0,3 14,776 | 204,36 - 857/936 CH,,
(87-44-5)
3 |Juglon 0,3 15,841 | 174,15 174 - C,HO,
(481-39-0)
4 |0-Kadinen 0,7 16,028 | 204,39 204 880/880 CH,,
(483-76-1)
5 |Guaiol 1,4 16,872 | 222,37 - 837/837 | CH,O
(489-86-1)
6 [Hinesol 0,6 17,460 | 222,37 - 861/870 | CH,O
(23811-08-7)
7 |B-Eudesmol 48 17,608 | 222,37 222 918/922 | C H,O
(473-15-4)
8 [Fitol (150-86-7)| 7,9 22,110 | 296,53 - 928/941 C,H,0
9 |I-Dokosanol 6,7 32,451 | 326,60 - 920/920 | C,H,O
(661-19-8)
10 |I-Tetrakosanol 14,0 41,577 | 354,65 - 919/920 | CH, O
(506-51-4)
11 |8-Tokoferol 58,6 44,129 | 402,65 402 885/887 | C,H,O,
(119-13-1)

Z roztworu octanu etylu frakcji O-2 wykrystalizowat w postaci
biatego proszku osad. Zostat on oddzielony i poddany analizie DI-MS
(Tab. 3) i IR (Tab. 4).
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Tablica 3

Zwiazki wykrystalizowane z roztworu frakcji O-2 zidentyfikowane
metoda DI- MS

Nr| Zwiazek(numer CAS) | Masa | Prawdopodobienstwo Wzér
molowa MF/ RMF sumaryczny

12 {1-Heksakosanol (506-52-5)( 382,71 877/883 C,H,,0

13 [1-Oktakosanol (557-61-9) | 410,76 913/913 C,H,O

Analiza IR zwiazku 12 i I3 (Tabela 4) potwierdza strukture alifa-
tycznych polikosanoli.

Tablica 4
Analiza IR zwiazkéw 12 13

Dtugosé fali, cm*! Charakterystyczne pasma absorpcyjne

3423 O-H (hydroksyl)
2917, 2849 alifatyczne C-H asymetryczne i symetryczne (grupy metylenowe)
1050 C-O (alkohol)

W oparciu o tablice 2 wybrano trzy zwiazki obecne
we frakcji O-2. Juglon, wystepujacy w ilosci 0,3%, jest substancja
aktywng obecna w réznych czesciach orzecha. Tokoferol wybra-
no ze wzgledu na jego znaczna zawartos¢ (58,6%) w badanej frak-
cji O-2. Eugenol (4,7% w O-2) jest zwiazkiem o wiasciwosciach
aseptycznych opisanych w literaturze [10]. Dziatanie ich na wzrost
A. apis przedstawiono w Tablicy 5. Wyznaczono takze minimalne ste-

zenie hamujace (MIC) juglonu i eugenolu.

Tablica 5

Dziatanie hamujace wzrost grzybni Ascosphaera apis wybranych
wzorcow zwiazkow obecnych w najbardziej aktywnej frakcji O-2

Nazwa Stezenie Hamowanie wzrostu grzybni MIC
WZorcow mg/l % mg/l
Juglon 20 000 100
10 000 100 2500
2500 100
Eugenol 20000 100 10 000
10 000 100
d-Tokoferol 20 000 Brak hamowania wzrostu -
10 000
Whioski

Grzybica wapienna jest powszechng choroba czerwiu. Przezy-
walnos¢ zarodnikéw grzyba jest szacowana na |5 lat, a dziatanie
srodkow farmakologicznych jest krétkotrwate. Rozprzestrzenianie
odpornych na fungicydy szczepow grzybow i zapobieganie skazeniu
produktéw pszczelich zwigzkami chemicznymi, skfania do poszuki-
wania alternatywnych zrédet zwigzkéw o charakterze grzybobdj-
czym, w szczegélnosci wirdd zwiazkéw pochodzenia naturalnego.

W literaturze znane jest stosowanie do zwalczania grzybicy wa-
piennej réznych olejkdw eterycznych, np. rozmarynowego, lawendo-
wego, bazylikowego, eukaliptusowego i innych [11].

Badanie miato na celu stwierdzenie, czy ekstrakt z lisci orzecha
wtoskiego, i otrzymane w wyniku jego chromatograficznego rozdzia-
tu frakcje, wykazuja wptyw na liniowy wzrost grzybni A. apis w wa-
runkach in vitro na podtozu agarowym. Stwierdzono, ze frakcja O-2
hamuje w 80% wzrost grzyba. Autorzy pracy probowali znalez¢ od-
powiedz, ktory sposrod zidentyfikowanych metoda GC-MS i DI-MS
zwigzkédw w najwiekszym stopniu wptywa na jej aktywnos¢. Trudno
to stwierdzi¢ jednoznacznie, poniewaz juglon, ktérego MIC wynosi
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2500 mg/l, stanowi zaledwie 0,3% zawartosci. Eugenol, ktérego jest
kilkanascie raz wiecej niz juglonu, tzn. 4,7% wykazuje czterokrotnie
nizsza warto$¢ MIC niz juglon. W aktywnej frakeji wystepuja row-
niez inne zwiazki o niezbadanej grzybobdjczej aktywnosci: polikosa-
nole, fitol, f-eudesmol, guaiol i w ilosci mniejszej niz 1% §-kadinen,
hinesol, B-kariofilen. Wiadomo natomiast, ze §-tokoferol, ktérego
we frakeji O-2 jest najwigcej (58,6 % metoda GC-MS) nie wykazuje
hamowania wzrostu A. apis.
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Inteligentne systemy dostarczania lekow

Istotnym wyzwaniem, przed ktérym staje dzisiejsza medycyna
jest stworzenie inteligentnych systeméw dostarczania lekéw. Oznacza
to, ze poszukuje sie nosnikéw pozwalajacych na dawkowanie lekéw
w wiadomy sposéb, w konkretnym miejscu i $ci$le okreslonym cza-
sie, co zapewni¢ ma pacjentowi bezpieczenstwo oraz maksymalng
skuteczno$¢. Zespdt badaczy z University of Nottingham w Wielkiej
Brytanii stworzyt unikalng nanoczastke — nosnik, ktéry ujawnia swoja
prawdziwa tozsamos¢ jedynie w odpowiednich warunkach.

Nanoczastka ma posta¢ miceli tworzacej si¢ automatycznie w $ro-
dowisku wodnym i skfada sie z kilku warstw. Warstwa wewnetrzna
to hydrofobowy rdzen zbudowany z cholesterolowych ogonéw,
do ktorych przyfaczony jest jednoniciowy DNA. Zewnetrzna war-
stwa skfada sie z komplementarnej do niego nici DNA zwiazanego
z resztami glikolu polietylenowego — ten koniec tancucha w zwiazku
z hydrofilowym wiasciwos$ciami bedzie skierowany na zewnatrz nano-
czastki. Cato$¢ rozpadnie sie wylacznie pod wptywem konkretnego
sygnatu — sekwencji komplementarnej do ssDNA warstwy zewnetrz-
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nej np. materiafu genetycznego wirusa czy innego patogenu. Wéwczas
nanoczatka odrzuca swoj ,,maskujacy pfaszcz” (zwiazany juz z obcym
kwasem nukleinowym), a odsloniete zostaja wewnetrzne fancuchy
DNA, na ktérych koricach znajduje sie specyficzny ligand. Moze nim
by¢ znacznik wykrywany w badaniu diagnostycznym lub tez terapeutyk
przeciwko danej chorobie — wszystko zalezy od zastosowania naszej
nanoczastki.

Taka konstrukcja jest bardzo uniwersalna — wtasciwie dobrany
biomarker pozwala stworzy¢ zaréwno specyficzne narzedzie diagno-
styczne jak i wydajny system dostarczania lekéw czy monitorowania
leczenia. Jej dziatanie zostato na razie potwierdzone w testach ex vivo
— udowodniono rozplatanie i odtaczanie si¢ zewnetrznego ptaszcza
pod wptywem komplementarnego fragmentu DNA, odstaniajac ligand
— biotyne. Naukowcy liczg na to, ze w przysztosci mozna bedzie do-
konywa¢ takich detekcji samodzielnie — nie technikami biologii mo-
lekularnej lecz za pomoca telefonéw komérkowych wyposazonych
w odpowiednie aplikacje.

http://biotechnologia.pl/31.01.2014
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