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WPLYW RODZAJU ROZPUSZCZALNIKA NA WYBRANE
BIOLOGICZNE WEASCIWOSCI EKSTRAKTOW Z LISCI
PIETRUSZKI ZWYCZAJNEJ PETROSELINUM CRISPUM (MILL)

Streszczenie

Pietruszka zwyczajna (Petroselinum crispum Mill) jest wykorzystywana jako surowiec w przemysle
spozywczym m.in. ze wzgledu na duza zawartos¢ zwiazkéw fenolowych. W niniejszej pracy badano
wplyw rozpuszczalnikow na sktad oraz wybrane biologiczne wlasciwosci ekstraktow z lisci P. crispum.
Poréwnano ekstrakty: wodny (W), etanolowy (ET), glikolowo-wodny (GLW) i glicerolowo-wodny
(GCW). Najwicksza zawartos¢ zwiazkoéw fenolowych ogédtem oznaczono w ekstraktach GLW (2,63 +
0,03 mg/g s.m.) i GCW (2,12 + 0,08 mg/g s.m.), natomiast najwigcej flawonoidéw zawieral ekstrakt ET
(0,86 + 0,02 mg/g s.m.). Gtéwnymi zwigzkami fenolowymi ekstraktu wodnego byly: epikatechina, kate-
china i jej pochodne, ekstraktu etanolowego — kwasy fenolowe (np. rozmarynowy), ekstraktu GLW —
apigenina, natomiast ekstraktu GCW — daidzeina, naryngenina i pochodne. Oprocz znacznych roéznic w
sktadzie ilosciowym i jakoSciowym badanych ekstraktow wykazywaty one takze zroznicowang aktywnos¢
przeciwrodnikowa. Ekstrakt GCW w najwigkszym stopniu neutralizowat rodnik DPPH" (ICs, = 6,89 +
056 pg/ml), natomiast ekstrakt W — kationorodnik ABTS™ (ICsy = 31,44 + 4,11 pg/ml). Wszystkie eks-
trakty wykazywaty porownywalng zdolno$é do chelatowania jonoéw Fe**. W badaniu cytotoksycznosci
ekstraktow w warunkach in vitro w stosunku do ludzkiej linii komoérkowej BJ (ATCC CRL-2522) wyka-
zano najwyzsza cytotoksyczno$¢ ekstraktow ET i W. Cytotoksycznos¢ ekstraktow GLW i GCW byta
porownywalna z cytotoksyczno$cig samych rozpuszczalnikow. Dowiedziono wplywu rozpuszczalnikow
na sktad, wlasciwosci przeciwutleniajace oraz cytotoksyczno$é¢ ekstraktow z P. crispum, wskazujac row-
noczes$nie na mozliwo$¢ zastosowania tych ekstraktoéw w przemysle spozywczym.
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Wprowadzenie

Pietruszka zwyczajna (Petroselinum crispum Mill.) jest dwuletnig rosling pocho-
dzacg z regionu §roédziemnomorskiego. Powszechnie uprawiana jest w wielu regionach
swiata ze wzglgdu na swoje walory kulinarne. Ponadto zwigzki bioaktywne zawarte
w ekstraktach z P. crispum wykazuja dziatanie przeciwutleniajace, hepatoprotekcyjne,
neuroprotekcyjne, przeciwcukrzycowe, diuretyczne, przeciwzakrzepowe oraz przeciw-
drobnoustrojowe. Prozdrowotne wtasciwosci pietruszki wynikajg z zawartosci biolo-
gicznie czynnych substancji, takich jak: olejki eteryczne (mirystycyna i apiol), karote-
noidy, witamina C oraz furanokumaryny [18]. Psoralen i oksypeucedanina zaliczane do
tej ostatniej grupy moga wywolywac reakcje fotouczulajace u niektérych zwierzat [7].
Waznym sktadnikiem lisci P. crispum sa zwiazki fenolowe, wérdd ktorych dominujg
flawonoidy: apigenina, luteolina i kwercetyna [18]. Zwigzki fenolowe wykazuja silne
wlasciwosci przeciwutleniajace wynikajace z ich budowy chemicznej, w tym z wyste-
powania w czasteczkach grup hydroksylowych [11]. Wlasciwosci te przejawiajg si¢
w roznorodnych mechanizmach dziatania, do ktorych zalicza si¢ m.in. neutralizowanie
wolnych rodnikéw poprzez stabilizacj¢ lub delokalizacj¢ niesparowanego elektronu lub
chelatowanie jonow metali przejéciowych, takich jak Fe*” i Cu®*, katalizujacych reak-
cje powstawania reaktywnych form tlenu [2]. Obecno$¢ zwigzkow fenolowych w die-
cie moze chroni¢ przed skutkami stresu oksydacyjnego i zapobiega¢ rozwojowi cho-
rob, m.in. nowotworow czy miazdzycy tetnic [8, 12, 13, 21, 24]. Zwiazki fenolowe
iich pochodne sa wykorzystywane do produkcji zywnosci jako prekursory substancji
smakowych i1 zapachowych, moga rowniez petni¢ funkcje naturalnych zamiennikoéw
syntetycznych przeciwutleniaczy, zapobiegajac procesom utleniania i rozktadu zacho-
dzacym w przetworzonej i przechowywanej zywnosci [11]. Zwiazki fenolowe pozy-
skuje si¢ zarowno ze §wiezego materiatu, jak i z suszonych lub liofilizowanych frag-
mentéw roslin w procesie ekstrakcji, z uzyciem réznych rozpuszczalnikow. Ilosé¢
wyekstrahowanych zwiazkow zalezy od polarno$ci uzytego rozpuszczalnika, czasu
i temperatury ekstrakcji, proporcji materialu roslinnego do ilosci uzytego rozpuszczal-
nika, jak rowniez od sktadu jakosciowego i ilosciowego materiatu roslinnego. W mate-
riale roslinnym moga by¢ obecne zarowno proste zwigzki fenolowe, takie jak kwasy
fenolowe czy antocyjany, jak rdéwniez zwiazki o duzym stopniu ztozonosci, jak taniny.
Wiele zwigzkow fenolowych wystgpuje w roslinach w kompleksach z biatkami lub
weglowodanami, co znacznie zmienia ich wilasciwo$ci chemiczne i biologiczne [6].
Dobor warunkow procesu ekstrakceji zalezy takze od przeznaczenia przygotowywanego
ckstraktu. Nie istnieje jedna uniwersalna metoda ekstrakcji zwigzkow fenolowych
z materiatu roslinnego.

Celem niniejszej pracy bylo okre§lenie wplywu czterech rozpuszczalnikow: wo-
dy, 96-procentowego etanolu oraz mieszanin woda : glikol (1 : 4, v/v) 1 woda : glicerol
(1 : 4, v/v), uzytych do ekstrakeji suszonych lisci pietruszki zwyczajnej (Petroselinum
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crispum Mill), na jakoSciowy i iloSciowy sktad zwigzkéw fenolowych otrzymanych
ckstraktow. Porownano takze wlasciwosci przeciwutleniajgce oraz cytotoksycznosé in
vitro tych ekstraktow.

Material i metody badan
Przygotowanie ekstraktow z P. crispum Mill.

Suszone liscie pietruszki zakupiono u dystrybutora (PPHU ,,PAK” Mirostaw Nie-
czaja, Krepiec, Polska). Ekstrakty z pietruszki otrzymywano metodg turboekstrakcji
rozpuszczalnikowej. Jako rozpuszczalniki stosowano: wode destylowang (W),
96-procentowy alkohol etylowy (Honeywell, USA) (ET), mieszaning wody z glikolem
propylenowym (Chempur, Polska) (1 : 4, v/v) (GLW) oraz mieszanin¢ wody z glicero-
lem (Chempur, Polska) (1 : 4, v/v) (GCW). Suszone liScie w ilosci 5 g umieszczano
w mozdzierzu i ucierano z 20 ml ekstrahenta. Zawarto§¢ mozdzierza przenoszono do
zlewki z 80 ml ekstrahenta i mieszano przy uzyciu mieszadla mechanicznego przez
3 h, bez dostepu $wiatta. Ekstrakty dekantowano i filtrowano pod zmniejszonym ci-
$nieniem przez filtr bibulowy. Ekstrakty przechowywano w butelkach z ciemnego
szkta w temp. 4 °C.

Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych ogotem i flawonoidow

Zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych ogétem w ekstraktach oznaczano spektrofoto-
metrycznie w spektrofotometrze UV-Vis Aqua-Mate (ThermoScientific, USA), stosu-
jac odczynnik Folina-Ciocalteu’a (Sigma-Aldrich, Niemcy), zgodnie z metodg opisang
przez Singletona i Rossiego [22], w modyfikacji Bozina i wsp. [3]. Zawarto$¢ zwigz-
koéw fenolowych wyrazano w mg kwasu galusowego (GA) na g s.m. lisci P. crispum.

Zawarto$¢ flawonoidéw oznaczano przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis Aqua-
Mate (ThermoScientific, USA), metoda opracowana przez Woiskiego i Salationo [27].
Zawartos¢ flawonoidow wyrazano w mg kwercetyny na g s.m. lisci.

Jakosciowa i ilosciowa analiza zwigzkow fenolowych

Zawartos¢ poszczegdlnych zwigzkow fenolowych w ekstraktach z lisci pietruszki
oznaczano technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), przy uzyciu
chromatografu VarianProStar (Varian, USA) wyposazonego w kolumng¢ Varian-
CromSpher C18 (250 mm % 4,6 mm) i detektor ProStar DAD. Faz¢ ruchoma stanowit
4,5-procentowy kwas octowy i 50-procentowy acetonitryl. Rozdzial prowadzono
z predkoscig przeptywu 0,8 ml/min. Elucj¢ prowadzono w gradiencie kwasu octowego
wedhlug nastepujgcego schematu: 0 min, 92 %; 30 min, 70 %; 45 min, 60 %; 80 min,
60 %; 82 min, 0 %; 85 min, 0 %; 86 min, 92 % 1 90 min, 92 %, w temp. 40 °C. Analiz¢
zwigzkéw fenolowych prowadzono na podstawie pomiarow absorbancji przy A =
270 nm oraz A = 370 nm i porownania czaséw retencji badanych zwigzkéw z odpo-
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wiednimi zwigzkami standardowymi. Analize¢ iloSciowa wykonywano na podstawie
krzywych standardowych [23]. llos¢ zwigzkdéw fenolowych wyrazano w ug/g s.m.

Neutralizacja wolnego rodnika DPPH

Zdolno$¢ ekstraktow pietruszki do neutralizacji wolnych rodnikow DPPH’
(1,1-difenylo-2- pikrylohydrazyl) (Sigma-Aldrich, USA) mierzono zgodnie z metodg
opisang przez Branda-Williamsa i wsp. [4]. Etanolowy roztwor DPPH™ (25 mM) mie-
szano w stosunku 1 : 1 z badanymi ekstraktami [mg/ml]: 0,40, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25,
12,5, 25 i inkubowano w temp. 20 & 2 °C przez 30 min, bez dostepu $wiatta. Do probki
kontrolnej dodawano réwng objeto$¢ odpowiedniego rozpuszczalnika. Po tym czasie
wykonywano pomiar absorbancji przy A = 515 nm za pomoca spektrofotometru UV-
Vis Aqua-Mate (ThermoScientific, USA). Stopien neutralizacji DPPH" [%] obliczano
z rOwnania:

[%] neutralizacji DPPH" = (1 - Ay / Axontroli) % 100
Neutralizacja wolnego kationorodnika ABTS™

Analize neutralizacji kationorodnika ABTS™ (2,2-azynobis-3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonian) wykonywano zgodnie z metoda Re i wsp. [18],
w modyfikacji Bartosza [2]. ABTS™ (Sigma-Aldrich, USA) rozpuszczano w buforze
fosforanowym o pH = 7,4 1 inkubowano bez dost¢pu §wiatta przez 16 h. Przed pomia-
rem roztwor ABTS™ rozcienczano tak, aby warto$é absorbancji przy A = 734 nm wy-
nosita ok. 1. Nastepnie do 0,98 ml roztworu ABTS™ dodawano 0,02 ml rozcieficzo-
nych ekstraktow [mg/ml]: 1,56, 3,12, 6,25, 12,5 1 25. Po 10 min inkubacji w temp. 20 £
2 °C mierzono absorbancj¢ przy A = 734 nm. Stopien neutralizacji kationorodnika [%]
obliczano z rownania:

[%)] neutralizacji ABTS™ = (1 - Apby / Axontroti) % 100
Chelatowanie jonow Zelaza(ll)

Zdolno$¢ ekstraktow do chelatowania jonow zelaza(Il) okre$lano na podstawie
absorbancji kompleksu Fe*" — ferrozyny wedtug metody opisanej przez Torres-Fuentes
i wsp. [25]. Do 0,5 ml badanych ekstraktow [mg/ml]: 3,12, 6,25, 12,5 i 50 dodawano
3,7 ml H,O oraz 0,1 ml 1 mM roztworu FeCl, (Sigma-Aldrich, USA). Reakcje inicjo-
wano przez dodanie do mieszaniny 0,2 ml 5 mM ferrozyny (Sigma-Aldrich, USA). Po
10-minutowej inkubacji w temp. 20 + 2 °C mierzono absorbancj¢ przy A = 562 nm.
Stopien chelatowania jonow Fe** okreslano z rownania:

[%] chelatowania Fe* = (1 - Ay / Axontroi) % 100
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Wyznaczanie wartosci ICsy (ang. half maximal inhibitory concentration

Wartos¢ ICso [pg/ml] kazdego ekstraktu obliczano na podstawie rownania regresji
liniowej, odnoszac stopien neutralizacji rodnikéw (DPPH’, ABTS™) lub zdolno$¢ che-
latowania jonéw Fe*" do zawarto$ci zwiazkow fenolowych.

Cytotoksycznos¢ ekstraktow in vitro

Cytotoksycznos¢ ekstraktow badano na modelu ludzkich fibroblastow skornych
BJ (ATCC CRL-2522, LGC Standards, Wiclka Brytania). Komdrki hodowano
w EMEM (ang. Eagle's Minimum Essential Medium, minimalna niezbe¢dna pozywka
Eagle’a) (ATCC, LGC Standards, Wielka Brytania) z dodatkiem 10 % FBS (ang. Fetal
Bovine Serum, bydleca surowica ptodowa) (Invitrogen, USA) w temp. 37 °C, w atmos-
ferze 5 % CO,. W celu okreslenia cytotoksycznosci ekstraktow stosowano metode
z czerwienig obojetng [21]. Komadrki umieszczano w 96-dotkowych plytkach i hodo-
wano przez 48 h. Po tym czasie medium hodowlane zastgpowano pozywka EMEM +
1 % FBS, z dodatkiem ekstraktow z pietruszki lub rozpuszczalnikow (10 - 0,625 %).
Komorki kontrolne hodowano w pozywce EMEM + 1 % FBS. Po 48 h hodowli fibro-
blasty inkubowano przez 2 h z 33 pg/ml roztworu czerwieni oboj¢tnej (Sigma-Aldrich,
USA) w pozywce EMEM + 1 % FBS. Komorki ptukano jednokrotnie buforem DPBS
(ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, izotoniczny bufor fosforanowy Dulbecco)
(Sigma-Aldrich, USA) i inkubowano z roztworem odbarwiajacym, zawierajacym 50 %
etanolu (Honeywell, USA) i 1 % kwasu octowego (Honeywell, USA). Absorbancj¢
czerwieni obojetnej, uwolnionej z komorek, mierzono przy A = 540 nm, wykorzystujac
czytnik mikroptytek FilterMax F5 (Molecular Devices, USA). Srednig warto$¢ absor-
bancji komorek kontrolnych ustalano jako 100 % i obliczano procent zywych komorek
w pozostatych warunkach eksperymentalnych.

Analiza statystyczna

Wszystkie oznaczenia wykonano w trzech powtorzeniach. Analizg statystyczng
wykonano w programie GraphPad Prism 5.0. Dla poréwnania wartosci ICs, charakte-
ryzujacej zdolnoéé do neutralizowania rodnikow DPPH’ i ABTS™ oraz chelatowania
jonow Fe’™ przez badane ekstrakty, a takze cytotoksyczno$é wzgledem ludzkich fibro-
blastow zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA oraz test Tukeya
(testowanie prowadzono na poziomie istotnosci p < 0,05).

Wyniki i dyskusja

W ekstraktach z lisci pietruszki (P. crispum), przygotowanych z zastosowaniem
réznych rozpuszczalnikdw, oznaczono zawartos¢ zwigzkow fenolowych ogdltem oraz
flawonoidow (rys. 1). Najwigkszg ilo§¢ zwigzkdéw fenolowych wyekstrahowano przy
uzyciu mieszanin wody z glikolem (GLW) oraz wody z glicerolem (GCW). W tych
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ekstraktach zawarto$¢ zwiagzkow fenolowych wynosita odpowiednio: 2,63 + 0,03 12,12
+ 0,08 mg/g s.m. lisci, czyli prawie dwukrotnie wiecej niz oznaczono w ekstraktach
wodnym (W) i etanolowym (ET). Zastosowanie mieszaniny woda : glikol (1 : 4, v/v)
do ekstrakcji zwigzkoéw fenolowych okazato si¢ skuteczne takze w przypadku innych
ros$lin zielnych, np. Stevia rebaudiana. W ekstrakcie GLW tej rosliny zawartos$¢
zwigzkoéw fenolowych byta znacznie wigksza niz w ekstraktach W i ET [10]. W bada-
niach wlasnych najwigcej flawonoidow oznaczono w ekstrakcie P. crispum sporzadzo-
nym przy uzyciu etanolu (0,86 = 0,02 mg/g s.m. lisci).
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Rys. 1. Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych ogoétem oraz flawonoidow w wodnym (W), etanolowym (ET),
glikolowo-wodnym (GLW) oraz glicerolowo-wodnym (GCW) ekstrakcie z lisci P. crispum
(w przeliczeniu na s.m. lisci)

Fig.1.  Content of total phenolics and flavonoids in aqueous (W), ethanolic (ET), glycolic-aqueous
(GLW), and glycerinic-aqueous (GCW) P. crispum leaf extracts

Wykazano, ze pomi¢dzy badanymi ekstraktami P. crispum wystapity znaczace
roznice pod wzgledem sktadu i zawartosci poszczegdlnych kwasoéw fenolowych i fla-
wonoidow (tab. 1). Najwigksza réznorodnos¢ zwigzkow fenolowych wystepowata
w ekstraktach GLW oraz GCW. Ponadto ekstrakty GLW 1 GCW zawieraty liczne
zwigzki z grupy flawonoidow (apigening, daidzeing, a takze luteoling, narygening,
rutyne i ich pochodne), ktorych nie oznaczono w ekstraktach W i ET. Z kolei ekstrakty
W i ET byly bogate w kwasy fenolowe (rozmarynowy, salicylowy, syryngowy), kto-
rych nie wykryto w ekstraktach GLW i GCW.
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Tabela 1. Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w wodnym (W), etanolowym (ET), glikolowo-wodnym
(GLW) oraz glicerolowo-wodnym (GCW) ekstrakcie z liSci P. crispum (w przeliczeniu na s.m.
lisci)

Table 1.  Content of phenolics in aqueous (W), ethanolic (ET), glycolic-aqueous (GLW), and glycerinic-
aqueous (GCW) P. crispum leaf extract (expressed as dry matter of leaves)

Zwiazki fenolowe / Phenolics [pg/g s.m. lisci / of dry matter of leaves]
Sktadnik / Component [ W [ ET | GLW [ GCW
Kwasy fenolowe / Phenolic acids
Kwas benzoesowy / Benzoic acid nw 4720°+6,13 | 110.90"+4.67 | 117,98" 3,21
Pochodne kwasu.benzoesowego 283154094 | 99.10°¢ £ 7,65 nw nw
Benzoic acid derivates
Kwas galusowy / Gallic acid 36,00 £ 2,55 nw 2420"+3,03 | 26200+1,10
Kwas homowanilinowy 84,00° £ 8,19 nw 244,56+ 6,28 | 294,24+ 6,65
Homovanillic acid
Pochodne .kwagu o-k}lmarowego nw 93.65% £ 129 nw nw
O-coumaric acid derivates
Kwas rozmarynowy nw 213,25%+2,48 nw nw
Rosmarinic acid
Kwas salicylowy / Salicylic acid nw 15,77 £ 0,98 nw nw
Poghodpe kyvasu §allcyloweg0 nw 4328 + 4,75 nw nw
Salicylic acid derivates
Kwas syryngowy / Syringic acid 123,841+ 3,07 nw nw nw
Pochodne kwasu syryngowego 283,4°+5,12 nw nw nw
Syringic acid derivates
Flawonoidy / Flavonoids
Apigenina / Apigenin nw nw 842,41° £ 5,13 nw
Pochodne apigeniny nw 139,62° + 1,31 nw nw
Apigenin derivates
Epikatechina / Epicatechin 511,80+ 5,11 nw 294,60 + 5,67 nw
Daidzeina / Daidzein nw nw Nw 1159,09" + 8,43
Katechnia / Catechin 181,60°+4,55 | 102,57°+3,25 | 50,44%+ 6,59 nw
Pochodne katechiny 92,48+ 3,64 nw nw 405,92% + 3,30
Catechin derivates
Luteolina / Luteolin nw nw 44,605+ 7,08 | 11,64°+1,37
Pochodne luteoliny nw nw nw 640,88" + 7,05
Luteolin derivates _
Naryngenina / Naringenin nw nw 324,33°+4,10 | 98,00'+ 4,95
Pochodne naryngeniny nw nw nw 480,30 + 5,87
Naringenin derivates
Rutyna / Rutin nw nw 159,87°+3,53 | 163,728+3,14
Pochodne rutyny nw nw nw 347,195+ 5,10
Rutin derivates
Zawartos¢ ogélem 1341,46 754,46 2095,93 3745,19
Total content

Objasnienia / Explanatory notes:

s.m. — sucha masa / dry matter; n = 3; nw — nie wystgpowaly / not present.
Wartosci $rednie w wierszach oznaczone rdéznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) /
Mean values in rows, and denoted by different letters, differ statistically significantly (p < 0.05).
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Glownymi sktadnikami ekstraktu W byly epikatechina (511,8 + 5,11 pg/g s.m.),
katechina i jej pochodne (tacznie 274,00 + 8,19 ug/g s.m.). W ekstrakcie ET oznaczo-
no mato flawonoidow i stosunkowo duzo kwasow fenolowych, szczegdlnie kwasu
rozmarynowego (213,25 £ 2,48 pg/g s.m.). Dominujacym sktadnikiem ekstraktu GLW
byla apigenina (842,41 + 5,13 ug/g s.m.), uwazana za flawonoid P. crispum o najsil-
niejszym dziataniu przeciwutleniajgcym [15]. Ekstrakt GCW charakteryzowat si¢ duzg
zawartoscig daidzeiny (1159,09 + 8,43 ng/g sm) oraz pochodnych naryngeniny, ktorej
obecno$¢ oznaczono takze w ekstrakcie GLW. Ze wzgledu na podobienstwo chemicz-
ne do czasteczek zenskich hormonow plciowych daidzenia, naryngenina i jej pochodne
zaliczane sg do tzw. fitoestrogenow [5, 13].

Polifenole roslinne sg efektywnymi przeciwutleniaczami, silniejszymi niz wita-
miny C, E oraz karotenoidy [20]. Przeciwutleniajace dziatanie zwigzkow zawartych
w wodnych i etanolowych ekstraktach z liSci pietruszki potwierdzity badania in vitro,
w ktorych oznaczano m.in. zdolno$¢ do neutralizowania stabilnego wolnego rodnika
DPPH'’ oraz stopien peroksydacji lipidow [9, 17, 28]. W badaniach wtasnych poréwna-
no neutralizowanie stabilnych wolnych rodnikéw DPPH" i ABTS™, aby okresli¢ prze-
ciwutleniajgce wlasciwosci ekstraktow z lisci pietruszki. Zdolno$¢ do neutralizacji
wolnych rodnikéw przez poszczegélne ekstrakty porownano nastepnie z zawarto$cig
zwigzkow fenolowych, wyznaczajac wartosci ICs, (tab. 2). Najnizszg warto$cig ICsy,
wskazujgcg na wysokg zdolno$¢ do neutralizacji rodnika DPPH’, charakteryzowat si¢
ekstrakt GLW (ICso = 6,89 + 0,56 pg/ml). Najwyzsza zdolno$¢ do neutralizacji ABTS™
wykazywal ekstrakt W (ICsy = 31,44 + 4,11 pg/ml), natomiast najnizsza — ekstrakt
GCW (ICsy = 57,54 £ 4,53 pg/ml). Potencjal przeciwutleniajgcy ekstraktow z lisci
pietruszki poréwnano réwniez w badaniu ich zdolno$ci do chelatowania jonow zelaza
Fe’*. Warto$ci wspolczynnika ICs, wskazuja, ze wszystkie badane ekstrakty w pordw-
nywalnym stopniu chelatuja jony Fe** (tab. 2).

Stosowanie ekstraktow roslinnych zamiast oczyszczonych substancji roslinnych
w przemysle spozywczym ma zarowno zalety, jak 1 wady. Wiele biologicznie aktyw-
nych zwigzkow, takze zwigzkow fenolowych, wykazuje dzialanie synergistyczne [29].
Jednoczesnie w procesie ekstrakcji uwalniane sg nie tylko substancje o pozadanych
biologicznych wlasciwosciach, ale takze inne zwigzki, ktorych obecno$¢ nawet w nie-
wielkich ilo$ciach moze dziata¢ toksycznie lub draznigco. W takich przypadkach eks-
trakty wymagajg dodatkowego procesu oczyszczania, co jednak znaczaco zwigksza
koszt ich produkcji. Toksyczno$¢ ekstraktéw z lisci pietruszki byta badana zaréwno in
vitro, jak 1 in vivo. W badaniach in vitro sprawdzano wptyw wodnego ekstraktu z lisci
P. crispum na przezywalnos¢ ludzkiej linii komoérek neuroblastoma SH-SYSSY. Ho-
dowla 12-godzinna w obecnos$ci badanego ekstraktu w stezeniach 0,01 + 2 mg/ml nie
wywotata efektu cytotoksycznego [14]. W badaniach toksykologicznych na szczurach
karmionych przez 8 tygodni etanolowym ekstraktem z liSci pietruszki wykazano, ze
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ckstrakt ten wykazuje niewielkg hepatotoksycznos¢ i1 neurotoksyczno$¢ dopiero
w dawkach powyzej 1000 mg/kg masy ciata na dzien [1]. W niniejszej pracy badano
wplyw ekstraktow z lisci pietruszki na przezywalnos¢ ludzkiej linii fibroblastow skor-
nych BJ (rys. 2). Cytotoksycznos$¢ ekstraktow porownywano z cytotoksycznoscig roz-
puszczalnikow uzytych do sporzadzenia poszczegdlnych ekstraktow. Sposrod bada-
nych ekstraktow najwyzsza cytotoksyczno$¢ wykazywat ekstrakt etanolowy (rys. 2 B),
ktory powodowat znaczace zmniejszenie liczby zywych komorek juz w stezeniu 0,63
%, w porownaniu z komérkami traktowanymi tym samym st¢zeniem etanolu. Znacza-
ca cytotoksycznos$¢ zaobserwowano takze w przypadku ekstraktu wodnego (rys. 2 A),
ktéry w stezeniu 2,5 % powodowat zmniejszenie liczby zywych komorek o ok. 25 %.
Hodowla fibroblastow w obecnosci 10-procentowego wodnego ekstraktu z lisci pie-
truszki przyczynita si¢ do ograniczenia ich przezywalnosci do zaledwie 16 %. Po ana-
lizie przezywalnosci fibroblastow hodowanych w obecnosci ekstraktow glikolowo-
wodnego (rys. 2 C) i glicerolowo-wodnego (rys. 2 D) stwierdzono, ze mimo duzej
zawarto$ci zwiazkow fenolowych i znaczacych wlasciwosci przeciwutleniajacych eks-
trakty te nie sg bardziej cytotoksyczne niz same rozpuszczalniki. Mimo oczywistych
ograniczen wynikajacych z badania cytotoksycznosci w warunkach in vitro, otrzymane
wyniki wskazuja, ze glikolowo-wodny i glicerolowo-wodny ekstrakt z P. crispum mo-
ga byC¢ cennym surowcem, ale np. w przemysle kosmetycznym. Zastosowanie ich
w przemysle spozywczym wymagatoby usunigcia rozpuszczalnikow.

Tabela 2.  Srednie wartosci ICs, whasciwosci przeciwrodnikowych (DPPH" i ABTS™) i zdolnoéci chela-
towania jonow Fe*" przez wodny (W), etanolowy (ET), glikolowo-wodny (GLW) oraz glicero-
lowo-wodny (GCW) ekstrakt z lisci P. crispum

Table 2.  Mean ICs, values of properties of aqueous (W), ethanolic (ET), glycolic-aqueous (GLW), and
glycerinic-aqueous (GCW) P. crispum leaf extracts to scavenge radicals (DPPHe and ABTS+)
and their ability to chelate Fe*" ions

Ekstrakt / Extract DPPH' ABTS" | Fe'?
Petroselinum crispum ICs [ug/ml]

W 29,17+ 0,77 3144°+4.11 76,13%° + 8,24
ET 25,65+ 0,99 42,08+ 5,20 88,95+ 15,32
GLW 31,419+ 1,43 53,46° + 4,45 77,84%° + 6,88
GCW 6,89 + 0,56 57,54° + 4,53 76,13%° + 8,24

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stand-
ard deviations; te same litery zamieszczone w kolumnie oznaczaja grupy homogenne (p = 0,05) / the same
letters in column denote homogenic groups (p = 0.05).
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Rys. 2. Cytotoksycznos¢ in vitro wodnego (A), etanolowego (B), glikolowo-wodnego (C) i glicerolowo-
wodnego (D) ekstraktu z liSci P. crispum wzglgdem ludzkich fibroblastow skornych

Fig. 2.  Cytotoxicity of aqueous (A), ethanolic (B), glycolic-aqueous (C) and glycerinic-aqueous (D) P.
crispum leaf extracts against human skin fibroblasts in vitro

Whioski

1. W ekstraktach glikolowo-wodnym (GLW) i glicerolowo-wodnym (GCW) z suszo-
nych lisci pietruszki oznaczono najwigcej zwigzkéw fenolowych ogotem, a naj-
wiecej flawonoidow byto w ekstrakcie etanolowym (ET).

2. Kazdy z ekstraktow charakteryzowat si¢ innym sktadem kwasow fenolowych
1 flawonoidow.

3. Najsilniejsze dziatanie przeciwutleniajace wykazywaly ekstrakty GCW (wobec
rodnika DPPH’) i ET (wobec rodnika ABTS™). Wszystkie ekstrakty w podobnym
stopniu chelatowaty jony Fe®".
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4. Najwickszg cytotoksycznos$cig in vitro cechowaty si¢ ekstrakty ET i wodny (W).
Ekstrakty GLW 1 GCW charakteryzowaty si¢ podobng cytotoksycznoscig jak uzyte
do ich przygotowania rozpuszczalniki.
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IMPACT OF SOLVENT TYPE ON SOME SELECTED BIOLOGICAL PROPERTIES
OF PARSLEY PETROSELINUM CRISPUM (MILL) LEAF EXTRACTS

Summary

Parsley (Petroselinum crispum Mill) is used as a raw material in the food industry because it has,
among other things, a high content of phenolics. Under the research study presented, the impact of sol-
vents on the content and some selected biological properties of P. crispum extracts was studied. The fol-
lowing extracts were compared: aqueous (W), ethanolic (ET), aqueous-glycolic (GLW), and aqueous-
glycerinic (GCW). The highest concentration of total phenolics was determined in the GLW (2.63 + 0.03
mg/g sm) and GCW (2.12 + 0.08 mg/g sm) extracts, while the ET extract contained the highest amount of
flavonoids (0.86 + 0.02 mg/g sm). In the W extract, epicatechin, catechin and its derivates were the main
phenolic compounds, in the ET extract: phenolic acids (e.g. rosmarinic acid), in the GLW extract: apig-
enin, and in the GCW extract: daidzein, naringenin, and the derivates. In addition to significant differences
in the quantitative and qualitative composition of the extracts analysed, their antioxidant activity was
highly differentiated. The GCW extract neutralized the DPPH" radical to the greatest extent (ICsy = 6.89 +
0.56 pg/ml) and the W extract: the ABTS™ radical (ICsy = 31.44 + 4.11 pg/ml). All the extracts had
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a comparable ability to chelate Fe** ions. The in vitro analysis of cytotoxicity of the extracts against the BJ
human cell line (ATCC CRL-2522) demonstrated that the ET and W extracts were the most cytotoxic
ones. The cytotoxicity of GLW and GCW extracts was comparable to the cytotoxicity of that of the sol-
vents. The impact was proved of the solvents on the content, antioxidant properties, and cytotoxicity of P.
crispum leaf extracts, and, at the same time, it was suggested that it would be possible to use those extracts
in the food, pharmaceutical, and cosmetic industry.

Key words: Petroselinum crispum, antioxidants, phenolics, flavonoids, cytotoxicity
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