
 

 
 

 

 

mgr farm. Filip Oskar Graczyk 

 

 

Analiza farmakognostyczno-chemiczna i fitofarmakologiczna owoców 

Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. jako nowego 

surowca adaptogennego 

 

 

 

Rozprawa na stopień doktora nauk medycznych i nauk  

o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne 

 

 

Promotor: 

dr hab. n. farm. Daniel Załuski, prof. UMK 

 

 

 

 

Bydgoszcz 2023 r. 

 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Składam najserdeczniejsze podziękowania mojemu Promotorowi, 

panu dr hab. n. farm. Danielowi Załuskiemu, prof. UMK 

za opiekę naukową, cenne uwagi merytoryczne, pomoc i cierpliwość. 

 

Dziękuję wszystkim pozostałym współautorom publikacji,  

za współpracę podczas realizacji badań.  

 

Dziękuję również pracownikom  

Katedry Botaniki Farmaceutycznej i Farmakognozji 

 za pomoc, życzliwość i przyjazną atmosferę w pracy. 

 

Moim Rodzicom i Bliskim 

za motywację, wsparcie i wiarę,  

szczególnie wtedy, kiedy sam przestawałem w siebie wierzyć, 

dziękuję. 

 

  



3 

 

1. SPIS TREŚCI 

1. SPIS TREŚCI ............................................................................................................................. 3 

2. LISTA PUBLIKACJI BĘDĄCYCH PRZEDMIOTEM ROZPRAWY DOKTORSKIEJ ................................. 6 

3. WYKSZTAŁCENIE ORAZ FORMY AKTYWNOŚCI NAUKOWO-BADAWCZEJ .................................. 7 

4. WSTĘP .................................................................................................................................. 10 

5. CZĘŚĆ TEORETYCZNA ............................................................................................................ 12 

5.1. CHARAKTERYSTYKA BOTANICZNA ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS (RUPR. ET MAXIM.) MAXIM. ........................ 12 
5.2. CHARAKTERYSTYKA FITOCHEMICZNO-FARMAKOLOGICZNA ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS (RUPR. ET MAXIM.) 

MAXIM. ......................................................................................................................................................... 16 

6. CEL PRACY ............................................................................................................................. 21 

7. BADANIA WŁASNE ................................................................................................................ 22 

7.1. MATERIAŁ ROŚLINNY ........................................................................................................................... 22 
7.2. EKSTRAKCJA SUROWCÓW - METODY ....................................................................................................... 22 
7.3. EKSTRAKCJA CIECZ-CIECZ POLIFENOLI Z INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS .......................... 23 
7.4. ANALIZA FARMAKOGNOSTYCZNA OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS – ANALIZA MIKROSKOPOWA ........... 24 
7.5. ANALIZA FITOCHEMICZNA OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ........................................................... 25 
7.5.1. ANALIZA HPLC–PDA ELEUTEROZYDÓW B, E I E1 .................................................................................. 25 
7.5.2. ANALIZA HPLC–PDA KWASÓW FENOLOWYCH ...................................................................................... 25 
7.5.3. ANALIZA HS–SPME/GC–MS ZWIĄZKÓW LOTNYCH .............................................................................. 26 
7.5.4. IZOLACJA OLEJU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS I PRZYGOTOWANIE PRÓBEK .............................. 27 
7.5.5. ANALIZA HPLC–PDA KWASU URSOLOWEGO I TOKOFEROLI W OLEJU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS

 ..................................................................................................................................................................... 27 
7.5.6. ANALIZA GC-MS KWASÓW TŁUSZCZOWYCH W OLEJU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ................. 28 
7.6. ANALIZA FITOCHEMICZNA INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ........................................... 29 
7.6.1. PROFILOWANIE ZWIĄZKÓW FENOLOWYCH W INTRAKCIE Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS Z 

WYKORZYSTANIEM HPLC-PDA ........................................................................................................................... 29 
7.6.2. PROFILOWANIE METABOLOMICZNE CUKRÓW W INTRAKCIE Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS STOSUJĄC 

HPLC-RID ..................................................................................................................................................... 29 
7.6.3. CAŁKOWITA ZAWARTOŚĆ POLIFENOLI (TPC) W INTRAKCIE Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ........... 30 
7.6.4. CAŁKOWITA ZAWARTOŚĆ FLAWONOIDÓW (TFC) W INTRAKCIE Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ..... 30 
7.6.5. CAŁKOWITA ZAWARTOŚĆ KWASÓW FENOLOWYCH (TPAC) W INTRAKCIE Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS 

SENTICOSUS ..................................................................................................................................................... 31 
7.7. ANALIZA FITOFARMAKOLOGICZNA INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ................................ 32 



4 

 

7.7.1. PRZYGOTOWANIE ROZTWORÓW INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS DO TESTÓW 

CYTOTOKSYCZNYCH ........................................................................................................................................... 32 
7.7.2. OZNACZENIE STĘŻENIA CYTOTOKSYCZNEGO CC50 INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ......... 32 
7.7.3. AKTYWNOŚĆ WIRUSOBÓJCZA INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS I ELEUTEROZYDÓW B I E .. 33 
7.7.4. TEST PROLIFERACJI LEUKOCYTÓW KRWI OBWODOWEJ STYMULOWANYCH INTRAKTEM Z OWOCÓW 

ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS .......................................................................................................................... 33 
7.7.5. OZNACZENIE STĘŻENIA CYTOKIN W KOMÓRKACH PBL STYMULOWANYCH INTRAKTEM Z OWOCÓW 

ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ......................................................................................................................... 34 
7.7.6. OCENA WZBUDZENIA ODPORNOŚCI WRODZONEJ KOMÓREK PBL PRZEZ INTRAKT Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS 

SENTICOSUS ..................................................................................................................................................... 35 
7.7.7. ANALIZA WŁAŚCIWOŚCI ANTYOKSYDACYJNYCH INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS Z 

WYKORZYSTANIEM ABTS ................................................................................................................................... 35 
7.7.8. ANALIZA WŁAŚCIWOŚCI ANTYOKSYDACYJNYCH INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS Z 

WYKORZYSTANIEM DPPH .................................................................................................................................. 36 
7.7.9. ANALIZA ZDOLNOŚCI CHELATUJĄCYCH INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS Z WYKORZYSTANIEM 

FERROZYNY ..................................................................................................................................................... 36 
7.7.10. OCENA INHIBICJI TYROZYNAZY PRZEZ INTRAKT Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ......................... 37 
7.7.11. OCENA INHIBICJI HIALURONIDAZY PRZEZ INTRAKT Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ..................... 37 
7.7.12. OCENA INHIBICJI ACETYLOCHOLINOESTERAZY PRZEZ INTRAKT Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ...... 38 
7.7.13. ANALIZA CYTOTOKSYCZNOŚCI INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ................................. 39 

8. ANALIZA STATYSTYCZNA ....................................................................................................... 40 

9. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ I DYSKUSJA ......................................................................... 43 

9.1. ANALIZA FARMAKOGNOSTYCZNA OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS – ANALIZA MIKROSKOPOWA ........... 43 
9.2. ANALIZA FITOCHEMICZNA OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ........................................................... 45 
9.3. ANALIZA FITOCHEMICZNA INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ........................................... 48 
9.4. ANALIZA FITOFARMAKOLOGICZNA INTRAKTU Z OWOCÓW ELEUTHEROCOCCUS SENTICOSUS ................................ 50 

10. WNIOSKI ............................................................................................................................... 58 

11. PIŚMIENNICTWO ................................................................................................................... 60 

12. SPIS RYCIN ............................................................................................................................ 69 

13. KOPIE PUBLIKACJI BĘDĄCYCH PODSTAWĄ ROZPRAWY DOKTORSKIEJ ................................... 70 

PUBLIKACJA P1 ..................................................................................................................................... 71 
PUBLIKACJA P2 ..................................................................................................................................... 88 
PUBLIKACJA P3 ..................................................................................................................................... 99 

14. STRESZCZENIE ..................................................................................................................... 117 



5 

 

15. SUMMARY .......................................................................................................................... 119 

16. OŚWIADCZENIA WSPÓŁAUTORÓW O UDZIALE W PUBLIKACJI ............................................. 121 

17. ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ ............................................................................................. 139 

 

 

 

  



6 

 

2. LISTA PUBLIKACJI BĘDĄCYCH PRZEDMIOTEM ROZPRAWY DOKTORSKIEJ  

 

Niniejsza rozprawa doktorska została oparta na cyklu publikacji powiązanych 

tematycznie, które opublikowano w latach 2021-2022. Łączna wartość Impact Factor 

wynosi IF=15.049, natomiast sumaryczna liczba punktów MNiSW to 420. 
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PMID: 33271247. 

IF = 5.195; Punkty MNiSW = 140.000. 
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4. WSTĘP 

 

Produkcja nowoczesnych leków pochodzenia naturalnego w dużej mierze opiera się na 

szerokim wykorzystaniu ekstraktów roślinnych. Jednakże do otrzymania wysokiej jakości 

ekstraktu, ważna jest jakość użytego do ekstrakcji surowca roślinnego oraz rodzaj i warunki 

procesu ekstrakcji. Ponadto, istotny wpływ mają warunki uprawy, klimat czy środowisko 

wzrostu rośliny.   

Dlatego też kluczowym elementem procesu pozyskiwania ekstraktów roślinnych jest 

opracowanie protokołu standaryzacji surowca roślinnego już na etapie uprawy roślin, w 

oparciu o odpowiednie normy i przepisy legislacyjne. Wszystkie te wymienione aspekty, 

przekładają się bezpośrednio na uzyskanie wyciągów o wysokiej zawartości wtórnych 

metabolitów roślinnych, o przewidywanym kierunku działania farmakologicznego. 

Istotnym faktem, na który także warto zwrócić uwagę, są ekonomiczne korzyści, które 

wynikają z trafnego doboru optymalnej metody ekstrakcji. To jest szczególnie ważne z 

punktu widzenia pacjenta i praktycznego zastosowania w farmacji.  

Stąd też wynika tak obszerna, kompleksowa analiza fitochemiczna, w przebiegu której 

ekstrakty oraz ich poszczególne frakcje, poddawane są holistycznej kontroli ilościowo-

jakościowej pod względem zawartości wtórnych metabolitów i ich bioaktywności.  

Uwzględniając powyższe, w tym kontekście zwrócono uwagę na obecność metabolitów 

pierwotnych i wtórnych w ekstraktach pozyskanych z owoców Eleutherococcus senticosus 

(Rupr. et Maxim.) Maxim., a także na ich aktywność na poziomie farmakologicznym.  

Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim., to roślina wywodząca się z 

terenów północno-wschodniej Azji i Rosji. W Polsce występuje w ogrodach botanicznych 

stanowiąc składnik kolekcji, np. Narodowej Kolekcji Eleutherococcus w Arboretum w 

Rogowie. Jest składnikiem Kolekcji Roślin Adaptogennych wchodzącej w strukturę Ogrodu 

Roślin Leczniczych i Kosmetycznych, CM UMK. Roślinę cechuje znane już od czasów 

antycznych działanie lecznicze, które wynika z różnorodnego składu chemicznego. 

Identyfikacja fitochemiczna związków czynnych i ich aktywność biologiczna stanowią 

szerokie pole rozważań naukowych, w kontekście potencjalnie nowych ich zastosowań 

leczniczych. Istotnym faktem, który także należy podkreślić, jest problem, jaki rodzi 

wykorzystywanie tradycyjnego surowca jakim jest korzeń, który przekłada się na 
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alarmujący wzrost zagrożenia wyginięciem tego gatunku. Dlatego ważnym aspektem 

rozważań dotyczących leczniczych surowców roślinnych, jest poszukiwanie takich, które nie 

oddziaływają ujemnie na populację samej rośliny. 

Szczególne zainteresowania naukowców, ze względu na szeroki zakres biologicznej 

aktywności, zarówno przeciwzapalnej jak i antyoksydacyjnej, skupiają się na polifenolach 

roślinnych. Związki te cechują się wielokierunkowym działaniem, co przekłada się na ich 

potencjalne, nowatorskie zastosowanie w lecznictwie.  

Głównymi założeniami cyklu prac, który został przedstawiony do ewaluacji w ramach 

rozprawy doktorskiej, była ocena cech farmakognostycznych owoców E. senticosus, ich 

składu chemicznego i aktywności farmakologicznej pod kątem przydatności jako nowego 

surowca adaptogennego. 
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5. CZĘŚĆ TEORETYCZNA 

5.1. Charakterystyka botaniczna Eleutherococcus senticosus (Rupr. et 

Maxim.) Maxim. 

 

Domena: Eukaryota – organizmy jądrowe 

Królestwo: Plantae – rośliny 

Podkrólestwo: Virdiplantae – rośliny zielone 

Infrakingdom: Streptophyta – rośliny lądowe  

Nadgromada: Embryophyta – rośliny wyższe  

Gromada: Tracheophyta – rośliny naczyniowe  

Podgromada: Spermatophytina – rośliny nasienne  

Klasa: Magnoliopsida – rośliny dwuliścienne  

Nadrząd: Asteranae – astrowe  

Rząd: Apiales – selerowce 

Rodzina: Araliaceae – araliowate 

Rodzaj: Eleutherococcus Maxim – eleuterokok 

Gatunek: Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. – Eleuterokok kolczasty 

[1]  

 

Spośród około 40 gatunków należących do rodzaju Eleutherococcus, które swoim 

zasięgiem naturalnego występowania obejmują tereny wschodniej i południowej Azji, 

Rosji, Eleutherococcus senticosus, jest najbardziej znanym przedstawicielem tego rodzaju. 

Człon „senticosus” oznacza „pełen cierni” czy też „pełny barier”. Stąd też pochodzenie 

polskiej nazwy tej rośliny - Eleuterokok kolczasty. Gatunek ten jest znany pod wieloma 

nazwami regionalnymi, takimi jak Eleuterokokk koljucij, Tahozhnyi koren (Rosja), Wu Jia Pi 

lub Ci Wu Jia (Chiny), Gokashi (Japonia), Taigawurzel (Niemcy). W literaturze, a także w 

przemyśle farmaceutycznym, istnieją jednocześnie określenia synonimiczne, z których 

najpopularniejsze to Siberian ginseng – żeń-szeń syberyjski; Acanthopanax senticosus, 

Hedera senticosa. Nomenklatura ta może potencjalnie wskazywać niepoprawnie na 

zaliczanie E. senticosus do innych niż właściwa rodzina [2,3]. 
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Eleutherococcus senticosus głównie spotykany jest w lasach mieszanych lub iglastych, 

stanowiąc składnik podszytu leśnego, zarośli, zwykle na terenach stanowiących tajgę, do 

wysokości około 800 m n.p.m. Zasięg występowania E. senticosus, to przede wszystkim 

terytoria Dalekiego Wschodu, głównie północo-wschodnie Chiny, Mandżuria, a także w 

części rosyjskiej Kraju Ussuryjskiego, na Syberii, w Korei, Japonii. W Polsce, Arboretum w 

Rogowie posiada w swoich zasobach kolekcję gatunków z rodzaju Eleutherococcus [2, 4-7]. 

Eleutherococcus senticosus osiąga pokrój średnio 2,5 metra, w szczególnych 

przypadkach, może osiągać rozmiary do 4 metrów. Korona jest silnie rozgałęziona, 

wytwarzają kłącza o średnicy 1,5 – 4 cm, włóknistym przełamie, o zabarwieniu od szarego 

do czerwonobrunatnego, które są płytko umieszczone w podłożu, mogąc wytwarzać 

drobne rozłogi i korzenie. Cechą charakterystyczną gatunku jest pokrycie jasnoszarą korą z 

kolcami charakterystycznie skierowanymi skośnie, ku dołowi.  

Liść pięciopalczasty, podłużne lub eliptyczno-jajowate listki, z których trzy środkowe są 

większe od dwóch peryferyjnych, z charakterystycznymi rudawymi włoskami na nerwach, 

osadzone na 3 – 12 centymetrowych ogonkach. Brzegi listków są podwójnie ostro 

piłkowane.  

Kwiatostan rośliny w postaci wiechy, złożonej z 2 – 6 baldachów, lub też pojedynczego 

baldachu. Eleutherococcus senticosus generuje 3 rodzaje drobnych kwiatów, które w 

zależności od płciowości, różnią się kolorem: bladofioletowe – męskie lub obupłciowe, 

żółte – żeńskie. Kwitnienie przypada na okres letni, od czerwca do lipca. Roślina owocuje 

na przełomie września i października, wydając małe kuliste pestkowce, zawierające od 2 do 

5 pestek (Rycina 1-2). 

Zbioru owoców, a także surowca farmakopealnego, jakim jest kłącze i korzeń, dokonuje 

się jesienią, surowiec oczyszcza się, suszy i tnie na kawałki, zgodnie z wymaganiami 

Farmakopei Polskiej i Farmakopei Europejskiej [2, 8 – 12]. 
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Rycina 1. Budowa morfologiczna owocostanów E. senticosus - fot. F. Graczyk (Ogród Roślin Leczniczych i 
Kosmetycznych CM UMK, Bydgoszcz, 2021). 
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Rycina 2. A – budowa morfologiczna kwiatostanów E. senticosus, B - pokrój morfologiczny E. senticosus, C - budowa 
morfologiczna liścia pięciopalczastego E. senticosus, D - powierzchnia kory E. senticosus, z charakterystycznym pokryciem 
kolcami - fot. F. Graczyk (Ogród Roślin Leczniczych i Kosmetycznych CM UMK, Bydgoszcz, 2021). 

 

  



16 

 

5.2. Charakterystyka fitochemiczno-farmakologiczna Eleutherococcus 

senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. 

 

Historia badań E. senticosus sięga lat 50. i 60. XX wieku, kiedy radzieccy naukowcy 

przeprowadzili po raz pierwszy analizy fitochemiczne i farmakologiczne. W późniejszych 

latach, badania nad rośliną rozpoczęli również naukowcy z Korei, Chin oraz Niemiec. 

Początkowo skupili się na tradycyjnych surowcach farmakopealnych, jakimi są korzenie i 

kłącza. Współczesna nauka uwzględnia części nadziemne gatunku, kwiaty czy owoce i ich 

wykorzystanie jako surowca leczniczego, z pominięciem korzeni i kłączy, których nadmierne 

wykorzystanie stwarza zagrożenie ekstynkcji gatunku. 

Wyniki przeprowadzonych badań fitochemicznych wskazały na obecność w E. 

senticosus chemicznie różnych metabolitów. Najbardziej powszechnymi związkami 

aktywnymi w E. senticosus są związki o charakterze fenolowym, a wśród nich grupa 

glikozydów zwana eleuterozydami [8, 13, 14]. 

Eleuterozydy stanowią niejednorodną grupę związków chemicznych, występują 

głównie w formie glikozydów, które w swojej strukturze zawierają wiązania 

hemiacetalowe. Część glikonową stanowi D-galaktoza, D-glukoza, L-ramnoza lub L-

arabinoza, natomiast ze względu na rodzaj aglikonu, eleuterozydy podzielić można na: 

pochodne steroli (eleuterozyd A), pochodne fenylopropanów (eleuterozyd B), pochodne 

kumaryn (eleuterozyd B1, B2), pochodne lignanów (eleuterozyd B4, E, E1, E2, D) oraz 

pochodne kwasów triterpenowych (eleuterozyd I, K, L, M). Spośród nich, eleuterozydy B, 

B1, C, D, E, F cechuje największa aktynowość biologiczna, w największym stopniu 

odpowiadają one za działanie farmakologiczne E. senticosus. Ponadto, możliwe było 

wyizolowanie ich w czystej postaci, co przełożyło się na określenie ich dokładnego działania 

farmakologicznego. Najwyższe stężenie eleuterozydów odnotowano w korzeniach i 

kłączach rośliny, owoce cechują się niższym stężeniem tych związków [8, 15, 16]. 

Oprócz wcześniej wspomnianej grupy związków, w surowcach pozyskiwanych z E. 

senticosus zidentyfikowano kwasy fenolowe (kwas kawowy, kwas chlorogenowy), wanilinę, 

tokoferole, karoteny, flawony, sessilozydy czy glikozydy pochodne lupanu.  Wysokie 

stężenie flawonoidów takich jak kwercetyna i rutyna zaobserwowano w liściach.  



17 

 

Chemiczna różnorodność związków, przekłada się na określone właściwości 

farmakologiczne E. senticosus. Ze względu na nie zaliczany jest do grupy roślin określanej 

mianem adaptogenów [12, 15, 17, 18]. 

Adaptogeny zostały opisane po raz pierwszy w latach 40. XX wieku jako substancje 

pochodzenia naturalnego, które cechuje zdefiniowana aktywność farmakologiczna, 

umożliwiająca organizmowi ludzkiemu zwiększenie przystosowania, adaptacji, do 

zmieniających się warunków życiowych. W latach 60. XX wieku, definicja ta została 

poszerzona i rozwinięta, według której roślinę adaptogenną cechuje:  

• niespecyficzność działania – adaptogen zwiększa odporność organizmu na działanie 

niesprzyjających bodźców zewnętrznych (fizycznych, chemicznych, biologicznych),  

• brak szkodliwości – substancja adaptogenna nie powinna działać toksycznie na 

organizm, 

•  regulacja homeostazy na poziomie komórki, tkanki, organu.  

  

Przykładami roślin adaptogennych są między innymi: Eleutherococcus senticosus (Rupr. 

et Maxim.) Maxim., Panax ginseng C.A. Meyer (żeń-szeń właściwy), Rhodiola rosea L. 

(różeniec górski), Schisandra chinensis L. (cytryniec chiński), Withania somnifera (L.) Dunal 

(witania ospała) [11, 19-21]. 

Jedną z najdłużej stosowanych roślin adaptogennych w TCM i ludowej medycynie Rosji 

jest E. senticosus. Surowcem leczniczym są kłącza wraz z korzeniami, które zbiera się 

jesienią. Dane literaturowe donoszą o synergistycznym działaniu zespołu eleuterozydów 

obecnych w tym gatunku, które uwzględniając aspekty molekularne i biochemiczne, opiera 

się na kilku mechanizmach.  

Pierwszym z nich jest inhibicja aktywności transferazy katecholowej (COMT). Podczas 

sytuacji stresowych, w organizmie dochodzi do wydzielenia noradrenaliny przez nadnercza, 

która przy udziale transferazy katecholowej jest przekształcana do nieaktywnej jej formy, 

normetanefryny. Hamowanie aktywności tego enzymu, przede wszystkim przez 

eleuterozydy B i E, które jako kompetencyjny inhibitor wpływają ujemnie na aktywność 

COMT, wpływa na zwiększenie powinowactwa noradrenaliny do receptorów 

noradrenalinowych w błonach komórkowych. 
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Kolejny mechanizm opiera się na regulacji syntezy adenozynotrifosforanu (ATP) w 

komórce poprzez wzrost stężenia glukozo-6-fosforanu (G-6-P). W sytuacjach stresowych, 

w osoczu krwi powstają kompleksy glikokortykoidów z β-lipoproteinami, które zmniejszają 

transport glukozy (Glu) z osocza przez błonę ̨ komórkową do jej wnętrza. W rezultacie 

dochodzi do hamowania heksokinazy, jednego z enzymów odpowiedzialnych za przemianę 

Glu do G-6-P w procesie glikolizy. Ekstrakty z E. senticosus wpływają na β-lipoproteiny, 

zmniejszając ich powinowactwo do glikokortykoidów, co w efekcie, przekłada się na wzrost 

aktywności heksokinazy. To z kolei prowadzi do wzrostu poziomu glukozo-6-fosforanu, 

którego rozkład powoduje uwolnienie energii w formie ATP. Wzrost stężenia ATP w 

konsekwencji prowadzi do zwiększenia procesów anabolicznych w komórce [22]. 

Ostatni z mechanizmów zakłada oddziaływanie eleuterozydów na oś przysadka-

podwzgórze-nadnercza, która przyczynia się do wzrostu wytwarzania amin katecholowych 

i glikokortykosteroidów [8, 13, 23]. 

Wyniki badań naukowych wskazują na przeciwzapalne działanie etanolowych 

ekstraktów z korzeni E. senticosus. Sugeruje się, że hamowanie stanu zapalnego odbywa 

się poprzez aktywację makrofagów oraz inhibicję syntazy tlenku azotu (iNOS). Ekstrakty 

hamują kinazę aktywującą czynnik NF- κB, co przekłada się na inhibicję syntazy tlenku 

azotu, a w konsekwencji na zatrzymanie reakcji stanu zapalnego [24]. 

Niezwykle istotnym działaniem ekstraktów z E. senticosus jest wpływ na wzrost 

proliferacji limfocytów T i przyśpieszenie ich różnicowania. U podłoża mechanizmu leży 

interakcja między receptorem TLR (ang. Toll Like Receptor) umiejscowionym w błonie 

komórkowej limfocytów, a kompleksami polisacharydów w ekstrakcie, które zbudowane 

są z glukozy, ksylozy, galaktozy, arabinozy. Przyłączenie się kompleksu do receptora TLR 

aktywuje kaskadę reakcji katalizowanych przez kinazy MAP z udziałem czynnika NF- κB, co 

w efekcie prowadzi do zwiększenia liczby i przyśpieszenia dojrzewania limfocytów [25]. 

Od kilku lat w Europie wzrasta zainteresowanie preparatami adaptogennymi 

zawierającymi w składzie E. senticosus. Preparaty te wpływają pozytywnie na proces 

zapamiętywania i uczenia się, wyciszają stany depresyjne i lękowe, z tego względu polecane 

jest ich stosowanie w stanach wycieńczenia psychicznego, przemęczenia, rekonwalescencji 

i zwiększonej pracy umysłowej. Najczęściej rekomendowana dobowa dawka waha się 

między 0,5 - 4 g suszonego korzenia. Pierwsze rezultaty suplementacji daje się zauważyć po 
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około 2 tygodniach systematycznego stosowania. W aptekach i sklepach zielarskich, E. 

senticosus może być wydawany w postaci tabletek, kapsułek, nalewek, suszu. W Polsce 

ekstrakty z E. senticosus można spotkać głównie jako składniki suplementów diety, między 

innymi w takich produktach jak: PharmoVit Żeń-szeń syberyjski, ekstrakt 20:1, Yango Żeń-

szeń syberyjski, Swanson Eleuthero, Wish Żeń-szeń syberyjski ekstrakt 400 mg, Panaseus 

Pamięć bez granic, Olimp Gold Żeń-szeń, ViVita Energia i Ochrona, Herbaya Żeń-szeń 

syberyjski Adaptogen, USP Zdrowie Acatar Complex [5, 14, 26-30]. 

 

Według danych literaturowych, związki, odpowiedzialne za efekt leczniczy przetworów 

z E. senticosus, to przede wszystkim eleuterozyd B i E. Sumaryczna zawartość tych dwóch 

związków powinna wynosić nie mniej niż 0,08%, zgodnie z wytycznymi farmakopealnymi.  

Efekt leczniczy związków zależny jest od jego biodostępności. Eleuterozyd B wchłania 

się szybko w jelicie cienkim, kumuluje się głównie w wątrobie, sercu, nerkach. Jego okres 

półtrwania w organizmie wynosi od 2 do 4 godzin. Eleuterozyd B przyczynia się do obniżenia 

stężenia cholesterolu we krwi, modulacji liczby leukocytów, wykazuje działanie 

neuroprotekcyjne, ochronne przeciwko promieniowaniu jonizującemu i wolnym rodnikom. 

Eleuterozyd B wykazuje także właściwości przeciwdepresyjne, przeciwnowotworowe, 

przeciwzapalne i przeciwutleniające [31-34]. Udowodnione zostało, że związek ten łagodził 

objawy uszkodzenia płuc poprzez dodatnią regulację białka Nrf2 i hamowanie stresu 

oksydacyjnego. Ponadto eleuterozyd B hamował ekspresję RIPK1 i RIPK3, które są 

krytycznymi cząsteczkami sygnałowymi w nekroptozie [35, 36]. 

Eleuterozyd E wykazuje zbliżone właściwości farmakokinetyczne w stosunku do 

eleuterozydu B, jego biologiczny okres półtrwania wynosi około 4,6 godzin. Wykazuje niższą 

aktywność przeciwutleniającą w stosunku do wyżej wymienionego. Udowodnione zostało, 

że eleuterozyd E wpływa na zwiększenie wytwarzania dopaminy i serotoniny. Dowiedziono 

także, że związek ten może niwelować behawioralne skutki wywołane 72-godzinnym 

deficytem snu u myszy. Związek podawano przez 10 dni w stężeniach 50 i 10 mg/kg, około 

godziny przed testem poznawczo-behawioralnym [37]. Wykazano również na modelach 

mysich z cukrzycą typu 2, że eleuterozyd E może łagodzić cukrzycę poprzez zwiększenie 

wychwytu glukozy, regulację oporności na insulinę i regulację metabolizmu [9 ,15, 38 – 41]. 
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Wykazano także, że eleuterozyd E działa neuroprotekcyjnie, chroniąc nerwy przed 

uszkodzeniami wywołanymi promieniowaniem podczas radioterapii [42]. 

Niewiele jest doniesień na temat działań niepożądanych stosowania E. senticosus lub 

jego przetworów. Jednym z nielicznych jest możliwość wystąpienia lekkiej hipoglikemii 

bezpośrednio po spożyciu surowca lub ekstraktu. Długotrwałe spożywanie dużych dawek 

może doprowadzić do bezsenności, drażliwości, uczucia niepokoju. Stosowanie E. 

senticosus w zalecanych dawkach nie przyczynia się do zmian aktywności cytochromu P450 

i CYP3A4, na podstawie czego można sugerować brak wpływu na metabolizm innych leków 

43 – 45].  

W etnomedycynie rosyjskiej, Eleutherococcus senticosus wykorzystywany jest do 

leczenia chorób, między innymi o podłożu immunologicznym. Ze względu jednak na 

nadmierne wykorzystywanie korzenia jako surowca, gatunek uważany jest za zagrożony i 

w niektórych krajach (np. Republice Korei Południowej) został umieszczony na liście 

gatunków roślin zagrożonych wyginięciem. W związku z tym, w niniejszym cyklu badań, 

przedmiotem zainteresowania zostały części nadziemne, takie jak owoce, które mogą 

stanowić nowe, zrównoważone źródło związków o działaniu adaptogennym.  
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6. CEL PRACY 

 

Aktywność adaptogenna surowców roślinnych, od lat stosowanych w etnofarmakologii 

wielu obszarów świata, jest obecnie potwierdzana naukowo z wykorzystaniem 

współczesnych metod badawczych. Niektóre gatunki adaptogenne, np. Eleutherococcus 

senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. ze względu na nadmierną eksploatację kłączy i korzeni 

zostały objęte ochroną gatunkową w wielu państwach. Z tego względu niezbędne jest 

podjęcie działań zmierzających do poszukiwania nowych surowców adaptogennych, 

stanowiących, np. części nadziemne roślin.  

 

Nadrzędnym celem badań opisanych w pracach wchodzących w cykl rozprawy 

doktorskiej było uzyskanie odpowiedzi na pytanie: 

czy części nadziemne, takie jak owoce E. senticosus mogą być stosowane jako 

surowiec adaptogenny jednocześnie stanowiąc zamiennik dla części podziemnych?  

 

Cel nadrzędny został osiągnięty poprzez realizację celów podrzędnych obejmujących: 

 

a) ocenę farmakognostyczną owoców, 

b) ocenę fitochemiczną owoców, 

c) ocenę fitochemiczną intraktu z owoców, 

d) ocenę farmakologiczną intraktu z owoców pod kątem działania adaptogennego 
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7. BADANIA WŁASNE 

 

7.1. Materiał roślinny 

 

Surowce do badań stanowiły dojrzałe owoce, owocnie, nasiona E. senticosus (Rupr. et 

Maxim.) Maxim., które zebrane zostały w Ogrodzie Roślin Leczniczych i Kosmetycznych w 

Bydgoszczy we wrześniu 2017 i 2020 r. (N: 53◦07ʹ36,55” E: 18◦01ʹ51,64”) (Publikacja 1, 2 i 

3). Próbki roślinne zostały zdeponowane w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej i 

Farmakognozji Collegium Medicum w Bydgoszczy, Kat. Nr. ES Październik 2017 i Kat. Nr. ES 

Październik 2020.  

Owoce po wysuszeniu przechowywano w warunkach domowych (temperatura 

pokojowa, torebka papierowa, ciemne miejsce), natomiast intrakt przygotowany z owoców 

przechowywano w lodówce. Tożsamość materiału roślinnego została oceniona na 

podstawie cech morfologicznych oraz za pomocą analizy HPLC-DAD w porównaniu z 

substancjami referencyjnymi. 

 

7.2. Ekstrakcja surowców - metody 

 

(Publikacja 1) Suszone na powietrzu i sproszkowane owoce (10 g) umieszczono w 100 

mL 75% (v/v) etanolu, macerowano przez 24 godziny. Następnie próbki poddano 

trzykrotnej ekstrakcji typu UAE (łaźnia ultradźwiękowa – Polsonic, Warszawa, Polska), 

łącznie trzy cykle ekstrakcji przy użyciu 100 i 2 × 50 mL 75% etanolu. Ekstrakcję prowadzono 

w temperaturze pokojowej przez 15 min dla każdego cyklu. Ostatecznie otrzymano 200 mL 

ekstraktu. Następnie ekstrakt przefiltrowano przez bibułę filtracyjną Whatman nr 4. 

Rozpuszczalnik odparowano w wyparce próżniowej (45 °C), zamrożono (-20 °C) i poddano 

procesowi liofilizacji.  

Liofilizat przechowywano w eksykatorze w temperaturze 4 °C. Wydajność ekstrakcji 

obliczono na podstawie suchej masy ekstraktu [%]. Te same czynności wykonano dla 

ekstrakcji owocni i nasion.  
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(Publikacja 2 i 3) Świeże owoce (20 g) macerowano w 100 mL 40% (v/v) etanolu przez 

30 dni w warunkach domowych (temperatura pokojowa, ciemne miejsce). Następnie 

ekstrakt przefiltrowano przez bibułę filtracyjną Whatman nr 4. Rozpuszczalnik odparowano 

na wyparce w warunkach próżniowych w 45 °C, następnie zamrożono w -20 °C i poddano 

liofilizacji. Liofilizat przechowywano w eksykatorze w 4 °C. Wydajność ekstrakcji obliczono 

na podstawie suchej masy ekstraktu [%]. 

 

7.3. Ekstrakcja ciecz-ciecz polifenoli z intraktu z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 2) Liofilizat intraktu z owoców (200 mg) rozpuszczono w 10 mL wody 

destylowanej i ekstrahowano 10 x 2 mL octanu etylu w probówce Falcon (15 mL). Po każdej 

ekstrakcji warstwę octanu etylu zebrano i przeniesiono do probówki Falcon (50 mL). Po 

ekstrakcji frakcję octanową (20 mL) odparowano do sucha w strumieniu azotu. Suchą 

pozostałość rozpuszczono w 60% MeOH (v/v) i przeniesiono ilościowo do kolby miarowej 

(5 mL). 
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7.4. Analiza farmakognostyczna owoców Eleutherococcus senticosus – 

analiza mikroskopowa 

 

(Publikacja 1) Budowa anatomiczna owoców została określona za pomocą mikroskopu 

świetlnego zespolonego z kamerą, w powiększeniu obiektywu 40-krotnym. Jako odczynnik 

zastosowano wodzian chloralu. Obrazy komputerowe rejestrowano przy użyciu 

oprogramowania ProgRes CapturePro 2.8 — system optyczny Jenoptik. 
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7.5. Analiza fitochemiczna owoców Eleutherococcus senticosus 

7.5.1. Analiza HPLC–PDA eleuterozydów B, E i E1 

 

(Publikacja 1) Analizę przeprowadzono stosując chromatograf EliteLaChrom z 

detektorem PDA i oprogramowaniem EZChrom Elite (Merck, Darmstadt, Niemcy). Użyto 

kolumnę RP18e LiChrospher 100 (Merck, Darmstadt, Niemcy) (25 cm x 4,0 mm, 5 µm), 

temperatura 25 °C. Jako fazę ruchomą zastosowano mieszaninę wody (rozpuszczalnik A) i 

acetonitrylu (rozpuszczalnik B), zakwaszone 0,025% kwasu trifluorooctowego. 

Zastosowano elucję gradientową: 0,0–8,0 min A 90%, B 10%; 8,1-18,0 min A 90-80%, B 10-

20%; 18,1–30,0 min A 80%; B 20%; 30,1–45,0 min A 0%, B 100%; 45,1–60,0 min A 90%, B 

10%. Szybkość przepływu wynosiła 1,0 mL/min. Dane zbierano pomiędzy 190 a 400 nm. 

Tożsamość związków ustalono przez porównanie czasów retencji i widm UV z 

odpowiednimi wzorcami. Analizę ilościową przeprowadzono przy λ = 264 nm dla 

eleuterozydu B i λ = 206 nm dla eleuterozydu E i E1.  

 

7.5.2. Analiza HPLC–PDA kwasów fenolowych 

 

 (Publikacja 1) Analizę przeprowadzono stosując chromatograf EliteLaChrom z 

detektorem PDA i oprogramowaniem EZChrom Elite (Merck, Darmstadt, Niemcy). Użyto 

kolumnę C18 z odwróconą fazą (Kinetex, Phenomenex, Aschaffenburg, Niemcy) (25 cm × 

4,6 mm, 5 μm), mieszanina wody (rozpuszczalnik A) i acetonitrylu (rozpuszczalnik B) 

zakwaszone 0,025% kwasu trifluorooctowego. Zastosowano elucję gradientową: 0,0–5,0 

min A 95%, B 5%; 5–60 min A od 5 do 20% i B od 95–80%. Szybkość przepływu fazy ruchomej 

wynosiła 1,0 mL/min, temperatura 25 °C. Dane zbierano pomiędzy 210 a 400 nm. 

Tożsamość związków ustalono przez porównanie czasów retencji i widm UV z 

odpowiednimi wzorcami. Analizę ilościową przeprowadzono przy λ = 326 nm dla kwasów 

chlorogenowych i λ = 260 nm dla kwasu protokatechowego.  

 

 

 

 



26 

 

7.5.3. Analiza HS–SPME/GC–MS związków lotnych 

 

(Publikacja 1) Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej (HS-

SPME) została przeprowadzona z niewielkimi modyfikacjami według [46]. Pokrótce, 100 mg 

wysuszonych owoców E. senticosus umieszczono w fiolce o pojemności 15 mL i 

wyekstrahowano włóknem powleczonym 50/30 µm diwinylobenzen-karboksy-

polidimetylosiloksanem (DVB/CAR/PDMS; Supelco, Bellefonte, PE, USA). Jako wzorzec 

wewnętrzny zastosowano wodny roztwór 2-undekanonu 2 mg/mL (Merck, Polska). 

Równoważenie prowadzono w 60 °C przez 15 min, czas ekspozycji włókien wynosił 15 min, 

a desorpcja termiczna trwała 3 min w 250 °C, bezpośrednio w porcie wstrzykiwania w 

chromatografie gazowym (GC). Wszystkie analizy wykonano w trzech powtórzeniach.  

Analizę metodą chromatografii gazowej (GC) przeprowadzono przy użyciu systemu 

Agilent 7890B GC sprzężonego ze spektrometrem masowym 7000GC/TQ (Agilent 

Technologies, Paolo Alto, CA, USA). Rozdział przeprowadzono na kolumnie HP-5 MS (30m 

× 0,25 mm × 0,25 μm) (J&W, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) przy stałym 

przepływie helu 1 mL/min. Temperaturę wtryskiwacza ustawiono na 250 °C, a próbkę 

nałożono w trybie dzielonym (70:1). Program temperaturowy wynosił 50 °C przez 1 min, 

następnie 5 °C /min do 120 °C, 8 °C /min do 200 °C, następnie do 250 °C w 16 °C /min   i 

utrzymywany w warunkach izotermicznych przez 2 min. Temperaturę źródła MS, linii 

przesyłowej i kwadrupola ustawiono odpowiednio na 230 °C, 320 °C i 150 °C. Widma 

masowe zebrano w trybie skanowania m/z 30–400, a napięcie jonizacji wynosiło 70 eV. 

Akwizycję danych przeprowadzono przy użyciu oprogramowania Agilent MassHunter 

Workstation (wersja B.08.00).  

Identyfikację związków oparto na porównaniu fragmentacji wzorców z biblioteką widm 

masowych NIST17 i porównywano je ze wskaźnikiem retencji (RI) uzyskanym przez 

obliczenia względem standardu n-alkanowego (C8–C20; Merc, Polska).  

Analizę ilościową (wyrażoną jako procent każdego związku) przeprowadzono metodą 

normalizacji powierzchni pików bez współczynnika korekcji. 
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7.5.4. Izolacja oleju z owoców Eleutherococcus senticosus i 

przygotowanie próbek 

 

(Publikacja 1) Suszone na powietrzu i sproszkowane owoce E. senticosus (5 g) 

wyekstrahowano czterokrotnie heksanem (4 × 30 mL) przy użyciu łaźni ultradźwiękowej (4 

× 15 min.). Ekstrakty połączono i odparowano w wyparce obrotowej. Olej (50 mg) 

umieszczono w kolbie miarowej (5 mL) i rozpuszczono w 2-propanolu. Roztwór 

przefiltrowano przez 0,25 µm poliamidowy filtr membranowy przed analizą HPLC. Olej (10 

mg) rozpuszczono w 500 µL TBME i derywatyzowano przez dodanie 250 µL TMSH. Tak 

przygotowane próbki poddano analizie GC-MS. 

 

7.5.5. Analiza HPLC–PDA kwasu ursolowego i tokoferoli w oleju z 

owoców Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 1) Analizę przeprowadzono na chromatografie VWR Hitachi Chromaster 

600 z detektorem z matrycą diodową 5430, detektorem 5440 FL i oprogramowaniem 

EZChrom Elite (Merck, Darmstadt, Niemcy). Do analiz zastosowano kolumnę RP18e 

LiChrospher 100 (Merck, Darmstadt, Niemcy) (25 cm × 4,0 mm, wielkość cząstek 5 μm). 

Tożsamość związków ustalono przez porównanie czasów retencji i widm PDA z 

odpowiednimi standardami. Kwas ursolowy oznaczono z wykorzystaniem metodyki 

Strzemski et al. [47]. Zastosowano układ izokratyczny w podstawowych warunkach 

chromatograficznych: faza ruchoma składała się z acetonitrylu, wody i 1% wodnego 

roztworu kwasu fosforowego (75:25:0,5 v/v/v); szybkość przepływu eluentu 1,0 mL/min; 

temperatura kolumny 10 °C. Objętość wtrysku wynosiła 10 µL. Analizę oparto na 

chromatogramach zarejestrowanych detektorem PDA. Dane zbierano między 200 a 400 

nm. Analizę ilościową przeprowadzono przy λ = 200 nm. 

Tokoferole oznaczano za pomocą systemu izokratycznego. Faza ruchoma składała się z 

acetonitrylu i metanolu (5:95 v/v). Szybkość przepływu eluentu wynosiła 1,2 mL/min. 

Temperaturę kolumny ustawiono na 30 °C. Objętość wtrysku wynosiła 5 µL. Analizę 

ilościową przeprowadzono przy użyciu detektora fluorescencyjnego o długości fali 

wzbudzenia przy λ = 296 nm i długości fali emisji przy λ = 330 nm. 
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7.5.6. Analiza GC-MS kwasów tłuszczowych w oleju z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 1) Analizę przeprowadzono przy użyciu systemu Agilent GC–MSD (GC/MSD 

6890N/5975) wyposażonego w kolumnę kapilarną HP-88 Agilent (60 m × 0,25 mm; grubość 

filmu 0,20 µm), MSD ChemStation ver. oprogramowanie E.02.02.1431 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) oraz wtryskiwacz typu split-splitless. Temperaturę 

pomiaru zaprogramowano na przedział 110 °C do 190 °C z 8 °C /min, utrzymywaną przez 2 

min w 110 °C i 13 min w 190 °C. Temperatura wtryskiwacza wynosiła 250 °C. Objętość 

nastrzyku wynosiła 1 µL (stosunek podziału 150:1; przepływ podzielony 180 mL/min). Jako 

gaz nośny zastosowano hel przy szybkości przepływu 1,2 mL/min. Jako detektor połączony 

z GC zastosowano kwadrupolowy spektrometr masowy z jonizacją elektronową (EI) przy 70 

eV, z trybem akwizycji pełnego skanu (50 m/z do 500 m/z). Temperaturę źródła MS i 

kwadrupola MS ustawiono odpowiednio na 230 °C i 150. Identyfikację składników oparto 

na porównaniu ich widm masowych z zasobami biblioteki widm masowych NIST oraz 

czasów retencji ze standardami. 
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7.6. Analiza fitochemiczna intraktu z owoców Eleutherococcus 

senticosus  

7.6.1. Profilowanie związków fenolowych w intrakcie z owoców 

Eleutherococcus senticosus z wykorzystaniem HPLC-PDA 

 

(Publikacja 2) Badania zostały przeprowadzone na chromatografie EliteLaChrom z 

detektorem PDA i oprogramowaniem EZChrom Elite (Merck, Darmstadt, Niemcy). 

Zastosowano następujący system chromatografii gradientowej: kolumna RP18e 

LiChrospher 100 (Merck, Darmstadt, Niemcy) (25 cm × 4,0 mm, wielkość cząstek 5 μm) w 

25 °C, mieszanina acetonitrylu (rozpuszczalnik A) i wody (Rozpuszczalnik B) oba zakwaszone 

0,025% kwasem trifluorooctowym, zastosowano jako fazę ruchomą. Związki rozdzielono 

metodą elucji gradientowej z programem: 0,0–8,0 min A 10%, B 90%; 8,1-18,0 min A 10-

20%, B 90-80%; 18,1–28,0 min A 20%, B 80%; 28,1-35,0 min A 20-25%, B 80-75%; 35,1–40,0 

min A 25%, B 75%. Szybkość przepływu wynosiła 1,0 mL/min. Dane zbierano pomiędzy 190 

a 400 nm. Tożsamość związków ustalono przez porównanie czasów retencji i widm UV z 

odpowiednimi wzorcami. Analizę ilościową przeprowadzono odpowiednio przy λ = 259 nm, 

264 nm, 255 nm, 260 nm, 323 nm, 206 nm, 322 nm, 206 nm, 328 nm dla kwasu 

protokatechowego, eleuterozydu B, kwasu p-hydroksybenzoesowego, kwasu 

wanilinowego, kwasu kawowego, eleuterozydu E, kwas ferulowego, eleuterozydu E1 i 

kwasu rozmarynowego. 

 

7.6.2. Profilowanie metabolomiczne cukrów w intrakcie z owoców 

Eleutherococcus senticosus stosując HPLC-RID 

 

(Publikacja 2) Ocenę jakościową i ilościową przeprowadzono wykorzystując 

chromatograf Agilent 1200 z detektorem RID. Zastosowano izokratyczny system 

chromatograficzny: kolumna Rezex RHM Monosacharyd H+ (Phenomenex, Aschaffenburg, 

Niemcy) (30 cm x 7,8 mm, wielkość cząstek 8 µm) w 60 °C, jako fazę ruchomą zastosowano 

odgazowaną wodę. Szybkość przepływu wynosiła 1,0 mL/min. Cukry monitorowano za 

pomocą detektora do badania współczynnika załamania ustawionego na polaryzację 
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dodatnią, a ich tożsamość ustalono przez porównanie czasów retencji i widm UV z 

odpowiednimi standardami. Do porównawczej analizy jakościowej przeanalizowano 33 

cukry (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). W badanych próbkach wykryto i zmierzono 

ilościowo tylko mio-inozytol i D-mannitol.  

 

7.6.3. Całkowita zawartość polifenoli (TPC) w intrakcie z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 3) Reakcja Folina-Ciocalteu (F-C) oparta jest na zdolności polifenoli do 

tworzenia barwnych produktów z odczynnikiem Folina-Ciocalteu. Wartość absorbancji jest 

proporcjonalna do całkowitej zawartości związków fenolowych w badanej próbce [48, 49]. 

Zastosowano następujące parametry, 25 µL ekstraktu z owoców E. senticosus zmieszano z 

25 µL odczynnika Folin-Ciocalteu. Roztwór inkubowano w 25 °C przez 5–8 min, po czym 

doprowadzono do objętości 200 µL wodą destylowaną i dodano 25 µL roztworu węglanu 

sodu. Po 60 min mierzono absorbancję za pomocą spektrofotometru przy długości fali 750 

nm. Kwas galusowy zastosowano jako standard do krzywej kalibracyjnej. Całkowitą 

zawartość związków fenolowych określono z krzywej kalibracyjnej dla kwasu galusowego 

w mg równoważników kwasu galusowego na gram ekstraktu (mg/g). 

 

7.6.4. Całkowita zawartość flawonoidów (TFC) w intrakcie z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 3) Całkowitą zawartość flawonoidów oznaczono kolorymetryczną metodą 

Christa i Müllera z wykorzystaniem chlorku glinu [50]. Oryginalna metoda została 

dostosowana do analiz, wykorzystując 25 µL badanych próbek, które dodano do 75 µL 

etanolu. Następnie uzupełniono 10 µL 1M octanu potasu, a po 5 min 10 µL 10% chlorku 

glinu. Mieszaninę natychmiast rozcieńczono przez dodanie 130 µL wody destylowanej i 

dokładnie wymieszano. Absorbancję określono przy 510 nm, po 30 minutowej inkubacji w 

zacienieniu. Jako wzorzec do krzywej kalibracyjnej zastosowano kwercetynę. Całkowitą 



31 

 

zawartość flawonoidów w ekstrakcie wyrażono jako mg równoważników kwercetyny na 

gram ekstraktu (mg/g). 

 

7.6.5. Całkowita zawartość kwasów fenolowych (TPAC) w intrakcie z 

owoców Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 3) Oznaczenie całkowitej zawartości kwasów fenolowych metodą Arnova 

[51]. Zmieszano 25 µL każdego z ekstraktów z 150 µL wody, 25 µL kwasu solnego (18 g/L), 

25 µL odczynnika Arnova (10 g molibdenianu sodu i 10 g azotanu sodu rozpuszczonego w 

100 mL metanolu) i 25 µL roztworu wodorotlenku sodu (40 g/L). Pomiaru dokonano przy 

długości fali 490 nm, zawartość kwasów fenolowych obliczono jako procent kwasu 

kawowego. 
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7.7. Analiza fitofarmakologiczna intraktu z owoców Eleutherococcus 

senticosus 

7.7.1. Przygotowanie roztworów intraktu z owoców Eleutherococcus 

senticosus do testów cytotoksycznych 

 

(Publikacja 2)   Intrakt rozpuszczono w 20% EtOH w PBS (10 mg/mL). Eleuterozyd B (2 

mg/mL) i eleuterozyd E (2 mg/mL) rozpuszczono w EtOH z DMSO (obj./obj. 20%). Przed 

dodaniem do hodowli komórkowych wszystkie próbki rozcieńczono pożywką DMEM 2% 

FBS. Próbki badano w stężeniach 2,35, 4,7, 9,4, 18,8, 37,5, 75, 150, 300 μg/mL. Stężenie 

końcowe ustalono na 300 μg/mL dla intraktu i 100 μg/mL (0,26 μM) dla eleuterozydu B i 

100 μg/mL (0,13 μM) dla eleuterozydu E, co było równoznaczne z najwyższą wartością, 

która nie wywołała efektu cytopatycznego (ang. cythopatic effect – CPE) w komórkach. Jako 

kontrole pozytywne zastosowano LPS (1 μg/mL), cydofowir (100 μg/mL), rybawirynę (100 

μg/mL). Stosowane stężenie DMSO (<0,1%) nie miało wpływu na wyniki testów. 

 

7.7.2. Oznaczenie stężenia cytotoksycznego CC50 intraktu z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 2) Działanie cytotoksyczne intraktu na komórki ludzkiego nowotworu płuc 

A549 (ATCC® CCL-185TM) zostało określone przy pomocy testu z błękitem trypanu oraz 

metodą MTT. Subkonfluentne monowarstwy komórek nowotworowych A549 (1,8 × 104 

komórek/studzienkę) zawieszonych w medium Dulbecco Minimal Essential Medium 

(DMEM) uzupełnione 5% płodową surowicą bydlęcą (FBS), antybiotykami (100 U/mL 

penicyliny i 100 µg/mL streptomycyny) i 2 mM L-glutaminy (Sigma Aldrich, USA). Następnie 

inkubowano w 96-dołkowych płytkach z dodatkiem badanych substancji w stężeniu 300, 

150, 75, 37,5, 18,8, 9,4, 4,7, 2,35 μg/mL, w trzech powtórzeniach, przez 72 godziny w 37 °C 

w atmosferze z 5% CO2. W trakcie inkubacji obserwowano zmiany w morfologii komórek 

wskazujące na cytotoksyczność (CTE, efekt cytotoksyczny) i oceniano je w skali: 0 - brak 

cytotoksyczności; 1 – do 25%, 2–do 50%, 3–do 75%, 4–100% cytotoksyczności Następnie 

wykonano test MTT, dodając do każdego dołka 20 µl roztworu MTT (Promega, Madison, 
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WI, USA). Po inkubacji płytek przez 3h w temperaturze 37 °C, 5% CO2, dodano roztwór 

inaktywujący (SDS-HCl - 100 μL do każdej studzienki), po czym zmierzono wartości 

absorbancji przy 570 nm (spektrofotometr Multiskan RC, Thermo Labsystems, USA). 

Stężenie cytotoksyczne 50% (CC50) określono na podstawie odczytu mikroskopowego (CTE). 

CC50 zdefiniowano jako stężenie, które zmniejszyło żywotność komórek o 50% w stosunku 

do kontroli bez leku. 

 

7.7.3. Aktywność wirusobójcza intraktu z owoców Eleutherococcus 

senticosus i eleuterozydów B i E 

 

(Publikacja 2) Związki testowano przeciwko wirusowi VSV- wirus pęcherzykowego 

zapalenia jamy ustnej (szczep Indiana; ATTC VR-1238TM, Rhabdoviridae); jako kontrolę 

zastosowano cydofowir i rybawirynę. Próbki wirusa VSV-107 TCID50/mL wytworzono przez 

infekcję pojedynczych warstw hodowli komórkowej A549. Każdy test przeprowadzono 

trzykrotnie. Aktywność wirusobójcza intraktu oraz eleuterozydów B i E, została oceniona 

poprzez inkubację wirusów in vitro z badanymi substancjami. Wirusy inkubowano przez 2 

godziny w temperaturze pokojowej z nietoksycznym stężeniem każdego związku. 

Jednocześnie, tę samą ilość wirusa inkubowano z pożywką hodowlaną jako kontrolą. Po 

upływie wyznaczonego czasu inkubacji, wirusy zmiareczkowano (10-1 do 10-8) i wysiano na 

monowarstwy komórek nowotworowych linii komórkowej A549 wysianych na 96-

dołkowych płytkach (na 24 godziny przed eksperymentem (2x104 komórek/studzienka)). 

Płytki inkubowano przez 72 godziny w 37 °C w wilgotnej atmosferze z 5% CO2. Efekt 

cytopatyczny (CPE) określono na podstawie odczytu mikroskopowego jak również stosując 

metodę z MTT. Punktacja CPE wynosiła od 0 (brak CPE) do 4 (100% CPE). 

 

7.7.4. Test proliferacji leukocytów krwi obwodowej stymulowanych 

intraktem z owoców Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 2) Izolacja leukocytów krwi obwodowej (PBL): zgodnie z zasadami Deklaracji 

Helsińskiej, krew z żył obwodowych została pobrana od zdrowych ochotników (30–40 lat) 

w Szpitalu Collegium Medicum w Bydgoszczy. Stan zdrowia ochotników uznano klinicznie 
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za dobry, rutynowe badania laboratoryjne nie wykazały odchyleń od normy, nie brali 

żadnych leków. Badanie zostało zatwierdzone przez Komisję Bioetyczną (Uniwersytet 

Mikołaja Kopernika). PBL izolowano zgodnie ze standardowym protokołem z krwi 

obwodowej uzupełnionej antykoagulantami (EDTA), przez wirowanie gradientowe w 

Gradisol G, o gęstości 1,115 g/mL (AquaMedica, Poznań, Polska). Leukocyty zebrano, 

przemyto dwukrotnie RPMI 1640, uzupełniono 2% FBS i zawieszono w tej pożywce z 

gęstością 2 x 106 komórek/mL. 

 

PBL izolowane od zdrowych ochotników wysiano w gęstości 1 x 106 komórek/mL na 24-

studzienkowych płytkach DMEM z 5% FBS, w 500 µL. Następnie dodano 500 µL roztworu 

próbki intrkatu z owoców E. senticosus lub LPS (1 µg/mL; studzienki kontrolne) i płytki 

inkubowano 48 godzin w inkubatorze (37 °C, 5% CO2). Każdym związkiem stymulowano trzy 

różne próbki krwi. Następnie wykonano test MTT. Żywotność komórek (%) obliczono dla 

każdego stężenia jako średnią Abs/ Abskontroli × 100, gdzie Abs i Abskontrola są odczytami 

absorbancji dla studzienek ze związkami i bez związków. Kontrolę tła (kontrolę 

rozpuszczalnika) odjęto od wszystkich pomiarów przed obliczeniami. 

 

7.7.5. Oznaczenie stężenia cytokin w komórkach PBL stymulowanych 

intraktem z owoców Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 2) Poziomy cytokin (IL-2, IL-10) oznaczano w supernatantach nad 

niezakażonymi wirusem hodowlami PBL, traktowanymi i nietraktowanymi intraktem. 

Zestaw ELISA (IL-10, ELISA MAX, Biolegend; IL-2, Life Technologies) wykorzystano zgodnie 

z instrukcjami producenta. Gęstość optyczną mierzono przy długości fali 450 nm z korekcją 

przy λ = 570 nm przy użyciu spektrofotometru Multiskan RC (Thermo Labsystems, USA). 

Stężenia cytokin wyrażono w pg/mL. 
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7.7.6. Ocena wzbudzenia odporności wrodzonej komórek PBL przez 

intrakt z owoców Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 2) Odporność wrodzoną określano oceniając oporność komórek PBL na 

infekcję VSV, jak opisano wcześniej przez Orzechowska et al. [58]. Pokrótce, leukocyty (1 x 

106/mL) zostały zakażone wirusem pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) (100 

TCID50 - 50% dawki zakażającej hodowlę tkankową). Po 40 min adsorpcji w temperaturze 

pokojowej wirus usunięto przez trzykrotne przemycie 5 mL RPMI 1640 i 2% FBS. Następnie 

do studzienek dodano 1 mL pożywki hodowlanej lub rozcieńczonego badanego związku, 

tak aby końcowe stężenia użytych związków wynosiły 300 μg/mL dla intraktu i 100 μg/mL 

dla eleuterozydów B i E. Każdy związek był używany do stymulacji trzech losowo wybranych 

próbek krwi (zakażonych wirusem). Zainfekowane komórki inkubowano w 37 °C przez 48 

godzin. Jedną próbkę zainfekowanych komórek odłączono od badanych i przechowywano 

oddzielnie w temperaturze 4 °C, aby służyła jako kontrola płukania. Miana wirusa VSV w 

próbkach oznaczano w komórkach L929. Miano VSV wyższe niż 4 log TCID50 uznawano za 

niedobór oporności/odporności wrodzonej, miano 2–3 log wskazywało na oporność 

częściową, a miano 0–1 log na całkowitą oporność/odporność wrodzoną przeciwwirusową. 

 

7.7.7. Analiza właściwości antyoksydacyjnych intraktu z owoców 

Eleutherococcus senticosus z wykorzystaniem ABTS 

 

(Publikacja 3) Do oceny działania przeciwutleniającego związków naturalnych w lekach 

roślinnych stosuje się wiele metod, jedną z nich jest metoda z odczynnikiem ABTS. Test z 

zastosowaniem ABTS mierzy względną zdolność antyoksydantów do rozkładu ABTS w fazie 

wodnej w porównaniu ze standardem [52, 53]. W oparciu o oryginalną metodę 10 μL 

badanych próbek inkubowano przez 30 min z 190 μL roztworu ABTS w ciemności. 

Absorbancję mierzono przy długości fali 734 nm. Jako związek odniesienia zastosowano 

kwas askorbinowy. Wyniki obliczono za pomocą następującego równania: 
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%ABTS = (
!!"#$%"!&#'(")

!!"#$%
) × 100%  

Ablank— Absorbancja próby ślepej 

Asample— Absorbancja próby badanej 

 

7.7.8. Analiza właściwości antyoksydacyjnych intraktu z owoców 

Eleutherococcus senticosus z wykorzystaniem DPPH 

 

(Publikacja 3) Inną metodą pomiaru zdolności antyoksydacyjnej badanych próbek jest 

wykorzystanie DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl-hydrat). Mechanizm testu polega na 

redukcji DPPH w obecności antyoksydantów w badanych próbkach, co wiąże się ze 

spadkiem absorbancji [52, 54]. Do 10 μL ekstraktów w połączeniu z 280 μL roztworu DPPH, 

dodano 10 μL metanolu, mierzono absorbancję przez 1 h przy 515 nm. Jako związek 

odniesienia zastosowano kwas askorbinowy. Wyniki obliczono z następującego równania: 

DPPH = ((+,-./0-1	3	(+456718–+:15.;	)
+,-./0-1

) × 100%  

Acontrol—Absorbancja DPPH 

Asample— Absorbancja ekstraktu/standardu 

Asblank— Absorbancja MeOH 

 

7.7.9. Analiza zdolności chelatujących intraktu z owoców 

Eleutherococcus senticosus z wykorzystaniem ferrozyny 

 

(Publikacja 3) Zastosowano test kolorymetryczny [55 – 57]. 75 μL próbki badanej 

inkubowano przez 5 min w temperaturze 25 °C z 15 μL roztworu FeCl2, uzupełniono 

etanolem do objętości 200 μL mieszaniny reakcyjnej. Następnie dodano 15 µL roztworu 

ferrozyny i inkubowano przez 5 min w temperaturze 25 °C. W rezultacie przeprowadzonych 

reakcji, zredukowany kompleks ferrozyny przybiera niebieski kolor. Procentową zawartość 

chelatowanego żelaza w próbce określa się przez porównanie absorbancji (560 nm) próbki 

z absorbancją kwasu askorbinowego. Wyniki oszacowano za pomocą następującego wzoru: 
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%CHELATING EFFECT = (
=!"#$%3=&#'(")

=!"#$%
) × 100%  

Ablank—Absorbancja próby ślepej 

Asample—Absorbancja próby badanej 

 

7.7.10. Ocena inhibicji tyrozynazy przez intrakt z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 3) Do oceny inhibicji tyrozynazy użyty został zestaw firmy Sigma-Aldrich 

(Saint Louis, MO, USA) [57]. Tyrozynaza jest enzymem, który przekształca L-tyrozynę w L-

DOPA i L-DOPA w DOPA-chinon, co w rezultacie przekłada się na zmianę barwy roztworu 

poreakcyjnego na brązową. 10 µL próbki (1 mg/mL), 140 µL buforu fosforowego (pH = 6,8) 

i 25 µL enzymu (125 U/mL w buforze fosforowym pH = 6,8) inkubowano w temperaturze 

pokojowej przez 10 min. Przygotowano także próbę kontrolną bez dodatku inhibitora (Ac). 

Po inkubacji, do każdego dołka dodano 25 µL L-tyrozyny (0,3 mg/mL) i zmierzono 

absorbancję przy 510 nm (model kinetyczny, co 5 minut). Zakres liniowy wykresu został 

następnie podzielony na dwa punkty czasowe (T1 i T2). Analizę wykonano w trzech 

powtórzeniach. Jako standard zastosowano kwas kojowy (0,01 mg/mL). Procent inhibicji 

enzymu obliczono według równania:  

%INHIBITION = >=*3>=&
>=+

 × 100% 

AC—Różnica w absorbancji pomiędzy czasami T2 i T1 dla kontroli pozytywnej 

AS— Różnica w absorbancji pomiędzy czasami T2 i T1 dla próby badanej 

 

7.7.11. Ocena inhibicji hialuronidazy przez intrakt z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 3) Inhibicja hialuronidazy (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) jest 

dwuetapową reakcją turbidymetryczną, na podstawie, której mierzona jest ilość kwasu 

hialuronowego (HA). Spadek zmętnienia jest proporcjonalny do aktywności enzymatycznej 

w próbce [59].  10 μL próbki (0,5 mg/mL), 15 μL buforu octanowego (Ph = 5,35), 25 μL 

buforu do inkubacji (pH = 5,35, 0,1 mg/mL BSA, 4,5 mg/mL NaCl) i 25 μL enzymu (30 U/mL, 
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bufor do inkubacji) inkubowano przez 10 minut w 37 °C, następnie dodano 25 µL roztworu 

kwasu hialuronowego (0,3 mg/mL w buforze octanowym pH = 5,35). Płytki inkubowano w 

37 °C przez 45 min. Po tym czasie, niezhydrolizowany HA wytrącono przez dodanie 200 µL 

2,5% bromku cetylotrimetyloamoniowego (CTAB). Przez 10 min płytki inkubowano w 

temperaturze 25 °C, intensywność tworzenia kompleksu mierzono przy długości fali 600 

nm. Każdą próbę przeprowadzono trzykrotnie. Jako substancję referencyjną zastosowano 

escynę (0,01 mg/mL). Procent inhibicji hialuronidazy określono według równania: 

%INHIBITION = =,3=+
=-3=+

 × 100%  

AS—Absorbancja HA + próbki + enzymu 

AC— Absorbancja HA + enzymu 

AT— Absorbancja HA + próbki  

 

7.7.12. Ocena inhibicji acetylocholinoesterazy przez intrakt z owoców 

Eleutherococcus senticosus 

 

(Publikacja 3) Acetylocholinesteraza (AChE) katalizuje hydrolizę acetylocholiny na 

cholinę i kwas octowy. Do określenia stopnia inhibicji AChE zastosowano zestaw z firmy 

Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Zasada działania metody opiera się na zmianie 

zabarwienia mieszaniny reakcyjnej po dodaniu odczynnika wywołującego - kwasu 5,5ʹ-

ditiobis-(2-nitrobenzoesowego) (DTNB). Intensywność barwy jest proporcjonalna do 

aktywności enzymatycznej AChE w badanych próbkach [60]. Analizę przeprowadzono na 

96-dołkowej płytce. 45 µL enzymu (0,4 U/mL, pH = 7,5 buforu fosforowego) i 5 µL próbki 

(0,1 mg/mL) inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 min. Po inkubacji, dodano 

155,5 µL roztworu (154 µL buforu, 1 µL substratu i 0,5 µL DTNB), następnie zmierzono 

absorbancję w dwóch punktach, T0 i T10, przy długości fali 405 nm. Wszystkie próby były 

testowane trzykrotnie. Jako standard zastosowano fizostygminę (0,05 mg/mL). Do 

obliczenia inhibicji tyrozynazy zastosowano następujące równanie: 

%INHIBITION = ?3=&
=+

 × 100%  

AS – absorbancja acetylocholiny + enzym + próbka 

AC – absorbancja acetylocholiny + enzym 
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7.7.13. Analiza cytotoksyczności intraktu z owoców Eleutherococcus 

senticosus  

 

(Publikacja 3) FaDu to linia komórkowa o morfologii nabłonka, która została pobrana 

od pacjenta z rakiem płaskonabłonkowym. Komórki HEPG2 (HepG2) to ludzka linia 

komórkowa raka wątroby. Ze względu na wysoką specjalizację komórkową (zarówno 

funkcjonalną, jak i morfologiczną) komórki HepG2 i FaDu są odpowiednim modelem do 

badania aktywności cytotoksycznej ksenobiotyków in vitro [61, 62]. 

Linie komórkowe FaDu i HepG2 pozyskane zostały z American Type Culture Collection 

(Manassas, VA, USA) i hodowane przy użyciu EMEM (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

uzupełnionego 10% płodową surowicą bydlęcą (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 100 

U/mL penicyliny i 100 mg/mL streptomycyny (PenStrep, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, 

USA). Linie komórkowe inkubowano w 37 °C, w wilgotnej atmosferze oraz 5% CO2. 

Działanie cytotoksyczne ekstraktów i substancji odniesienia badano za pomocą testu MTT 

(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), zgodnie z procedurą producenta [63]. Roztwory 

podstawowe testowanych związków przygotowano rozpuszczając je w DMSO. Zawiesinę 

komórek przygotowano w gęstości 1 × 105 komórek/mL. Komórki inkubowano przez 24 h z 

różnymi stężeniami badanych związków (1–100 μg/mL). Absorbancję mierzono przy 570 

nm za pomocą czytnika mikropłytek (Epoch, BioTek Instruments, Santa Clara, CA, USA). 

Każdy eksperyment powtórzono trzy razy. Wyniki przedstawiono jako % żywotności 

komórek wobec próby kontrolnej. 
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8. ANALIZA STATYSTYCZNA 

 

Oznaczenia wykonano w trzech powtórzeniach. Dane poddano analizie statystycznej 

przy użyciu programu Statistica 7.0. (StatSoft, Kraków, Polska) - Publikacja 1, programu 

Statistica 12.0. (StatSoft, Kraków). - Publikacja 2, Statistica 13.1 (StatSoft, Kraków, Polska) 

– Publikacja 3. Wyniki poddano jednokierunkowej analizie wariancji.  

 

Publikacja 1 - różnice statystyczne między badanymi grupami oszacowano za pomocą 

testu Spearman’a (R) i Person’a (r). Wszystkie testy statystyczne przeprowadzono na 

poziomie istotności α = 0,05. 

Publikacja 2 - różnice statystyczne między badanymi grupami oszacowano testami 

Spearman’a (R) i Wilcoxon’a. Wszystkie testy statystyczne przeprowadzono na poziomie 

istotności α = 0,05 

Publikacja 3 - różnice statystyczne między zawartością związków fenolowych i 

polifenolowych w intractum i ekstrakcie oszacowano za pomocą testu t-Studenta. 

Przeprowadzono test ANOVA w celu porównania aktywności przeciwutleniającej i 

antyenzymatycznej intraktu, ekstraktu i substancji referencyjnych. Do analizy post-hoc 

wykorzystano test Scheffe’go. Wszystkie testy statystyczne przeprowadzono na poziomie 

istotności p = 0,05. 

 

Zakres badań w poszczególnych publikacjach obejmował: 

 

Publikacja 1: Pharmacognostic evaluation and HPLC-PDA and HS-SPME/GC-MS 

metabolomic profiling of Eleutherococcus senticosus fruits. Molecules. 2021 Mar 31; 

26(7):1969.  

 

Analiza mikroskopowa owoców, ekstrakcja owoców oraz analiza po kątem składu 

chemicznego: 

- analiza farmakognostyczna owoców, 

- ocena zawartości eleuterozydów B, E, E1 w owocach E. senticosus z wykorzystaniem 

HPLC-PDA, 
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- ocena zawartości kwasów fenolowych w owocach E. senticosus z wykorzystaniem 

HPLC-PDA, 

- ocena zawartości związków lotnych, zawartości tokoferoli, kwasu ursolowego w oleju 

z owoców E. senticosus z wykorzystaniem HS-SPME/GC-MS oraz HPLC-PDA, 

- ocena zawartości kwasów tłuszczowych w ekstraktach olejowych z owoców E. 

senticosus z wykorzystaniem GC-MS, 

- analiza statystyczna otrzymanych wyników. 

 

Publikacja 2: The intractum from the Eleutherococcus senticosus fruits affects the 

innate immunity in human leukocytes: From the ethnomedicinal use to contemporary 

evidence-based research. Journal of Ethnopharmacology. 2021 Mar 25; 268:113636.  

 

Przygotowanie intraktu z owoców E. senticosus oraz jego ocena pod względem 

chemicznym oraz farmakologicznym i cytotoksycznym:  

- ekstrakcja polifenoli z intraktu, 

- profilowanie metabolomiczne związków fenolowych z wykorzystaniem HPLC-PDA, 

- ocena zawartości cukrów z wykorzystaniem HPLC-RID, 

- określenie stężenia cytotoksycznego i ustalenia wartości CC50, 

- ocena aktywności wirusobójczej intraktu, eleuterozydów B i E, 

- ocena przeżywalności i proliferacji krwinek białych PBL, wzrostu produkcji cytokin oraz 

ocena pobudzenia i wzrostu odporności komórek zainfekowanych wirusem VSV po 

stymulacji intraktem, 

- analiza statystyczna otrzymanych wyników. 
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Publikacja 3: Phenolic profile, antioxidant, anti-enzymatic and cytotoxic activity of the 

fruits and roots of Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. Molecules. 2022 

Aug 30; 27(17):5579.  

 

Analiza intraktu z owoców E. senticosus oraz jego ocena pod względem chemicznym, 

ocena jego aktywności przeciwutleniającej, przeciwenzymatycznej oraz cytotoksycznej:  

- analiza składu chemicznego intraktu z oznaczeniem całkowitej zawartości polifenoli 

(TPC), całkowitej zawartości flawonoidów (TFC), całkowitej zawartości kwasów fenolowych 

(TPAC) 

- analiza aktywności przeciwutleniającej intraktu z wykorzystaniem testu z DPPH i ABTS, 

- analiza zdolności chelatujących intraktu z wykorzystaniem ferrozyny, 

- ocena aktywności antyenzymatycznej intraktu względem tyrozynazy, hialuronidazy, 

acetylocholinoesterazy, 

- ocena cytotoksyczności intraktu wobec komórek nowotworowych linii FaDu i HepG2, 

- analiza statystyczna otrzymanych wyników. 
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9.  OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ i DYSKUSJA 

 

Wyniki przeprowadzonych badań zostały szczegółowo omówione, z uwzględnieniem 

aktualnych doniesień literaturowych. Wspólnymi cechami prowadzonych badań była 

analiza składu chemicznego owoców E. senticosus i otrzymanego z nich intraktu, a także 

ocena jego aktywności farmakologicznej pod kątem działania adaptogennego. 

 

9.1. Analiza farmakognostyczna owoców Eleutherococcus senticosus – 

analiza mikroskopowa 

 

 (Publikacja 1) Dobór materiału roślinnego do badań jak i dla przetwórstwa 

farmaceutycznego, o odpowiednich cechach fitochemicznych, jest ważnym aspektem, 

który przekłada się na otrzymanie wysokiej jakości produktu końcowego. Istnieje wiele 

doniesień na temat różnic w jakości importowanych do Europy surowców roślinnych, 

dlatego tak ważna jest właściwa i trafna ocena makro- i mikroskopowa surowca pod 

względem cech farmakognostycznych, która zapobiegnie przed używaniem surowca 

zafałszowanego, który nie wykazuje pożądanych właściwości leczniczych [64]. 

W toku niniejszych badań, ocenie mikroskopowej pod względem cech anatomicznych 

zostały poddane owoce E. senticosus. Budowa anatomiczna owoców jest zbliżona do 

większości gatunków z rodziny Araliaceae, w przekroju poprzecznym w wewnętrznej strefie 

mezokarpu widoczne są kanały wydzielnicze wypełnione żółtymi kropelkami oleju. Ich 

obecność, a także obecność druzów w tej strefie oraz czerwonych chromoplastów w strefie 

zewnętrznej mezokarpu, może posłużyć jako swoisty marker anatomiczny do identyfikacji 

owoców tego gatunku. Nasze doniesienia są zgodne z Solomonowa et al. [65]. 

W oparciu o analizę mikroskopową proszku z wysuszonych owoców można określić jego 

następujące cechy anatomiczne: obecność ściśle do siebie przylegających komórek 

naskórka, endokarp zawierający włókna zorientowane skośnie do osi kamienia, obecność 

kanałów wydzielniczych w mezokarpie, które są wypełnione olejem, zaokrąglone komórki 

miąższu. Z kolei, za cechy diagnostyczne można uznać druzy i chromoplasty w mezokarpie 

oraz krople oleju tłuszczowego w bielmie.  



44 

 

Wytypowane markery anatomiczne są przydatne do identyfikacji dostarczanych do 

badań i produkcji farmaceutycznej owoców E. senticosus, mogą być przydatne do 

opracowania monografii dla tego surowca, zgodnie z zaleceniami Europejskiej Agencji 

Leków. 
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9.2. Analiza fitochemiczna owoców Eleutherococcus senticosus 

 

Rośliny wytwarzają dziesiątki związków, które odpowiadają za ich aktywność 

farmakologiczną i często cechują się właściwościami odrębnymi niż związki syntetyczne. 

Jedną z najbardziej rozpowszechnionych grup związków roślinnych są polifenole. 

(Publikacja 1) Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest wiodącą techniką 

stosowaną w analizie metabolitów roślinnych, jest często wykorzystywana jako technika 

pilotażowa do separacji i identyfikacji związków polifenolowych. Materiał do badań 

stanowiły całe owoce, nasiona i owocnie uzyskane z 4-letnich okazów E. senticosus. W 

pierwszym etapie analiz fitochemicznych zastosowano HPLC-PDA oraz GC-MS. Stosując 

ekstrakcję wspomaganą ultradźwiękami otrzymano ekstrakty z wydajnością (%) na 

poziomie 20 (całe owoce), 26 (nasiona) i 33 (owocnie). W kolejnym etapie dokonano analizy 

HPLC-PDA eleuterozydów B, E, E1, kwasu chlorogenowego, kwasu protokatechowego. Na 

podstawie uzyskanych wyników badań, spośród trzech eleuterozydów (B, E i E1), tylko 

eleuterozydy B i E (średniopolarne) zostały oznaczone w ekstraktach z całych owoców – 

odpowiednio 0,66 i 0,74 mg/g suchego ekstraktu. Wyniki badań wskazały na obecność tych 

związków w innych strukturach owoców (nasiona i owocnia), jednak ich stężenie jest niższe 

niż w całych owocach.  

Dane literaturowe donoszą o zawartości eleuterozydów B i E w metanolowych 

ekstraktach z owoców E. senticosus pozyskanych z 4-letniej rośliny na poziomie 35,6 i 29,7 

mg/100g ekstraktu. Ponadto, wykazano, że ekstrakty otrzymane z owoców roślin 2 i 3-

letnich nie zawierały tych związków [66]. 

Na podstawie badań własnych stwierdzono, że całe owoce E. senticosus są bogatym 

źródłem kwasu chlorogenowego (1,08 mg/ g suchego ekstraktu) w porównaniu z owocnią 

i nasionami (0,66 i 0,76 mg/g suchego ekstraktu). Wykazano także znaczące ilości kwasu 

protokatechowego (0,08 mg/g suchego ekstraktu). Doniesienia literaturowe wskazują na 

wysoką zawartość kwasu chlorogenowego w metanolowych ekstraktach z owoców rośliny 

4-letniej (409.2 mg/100g), [66]. Z kolei wodne ekstrakty z owoców zawierały 0,57 mg/g 

suchej masy kwasu chlorogenowego [67]. 

W celu identyfikacji składników lotnych zastosowano HS–SPME w połączeniu z GC–MS, 

zidentyfikowano 38 składników lotnych, co stanowi 93,9% całkowitej sumy. 
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Zidentyfikowane związki są przedstawicielami grupy węglowodorów monoterpenowych i 

monoterpenów utlenionych (13,2%) oraz węglowodorów seskwiterpenowych i 

seskwiterpenów utlenionych (76,6%). Wśród tych grup związkami dominującymi były: (E)-

β-farnezen (19.46 ± 0.78%), germakren D (12.88 ± 1.10%), (E,Z)-α-farnezen (12.84 ± 0.85%), 

i β-bisabolen (12.64 ± 0.70%). Należy pamiętać, że skład ilościowy i jakościowy 

poszczególnych składników może być różny, w zależności od pochodzenia rośliny, co 

zostało potwierdzone badaniem składu okazów pozyskanych z różnych terytoriów (Rosja, 

Chiny), [68]. Co więcej, Załuski et al. udowodnili, że na skład związków lotnych może mieć 

wpływ czas przechowywania surowca leczniczego [69]. 

W kolejnym etapie badań dokonano ekstrakcji heksanem oleju z owoców (wydajność 

5,4 ± 0,015%). Otrzymano olej półstały, zielonawożółtej barwy, z charakterystycznym 

zapachem, o absorpcji światła w zakresie 190-430 nm oraz 600-680 nm. Wysoki pik 

absorbancji przy długości fali 269 nm może wskazywać na obecność tokoferoli, zwłaszcza 

α-tokoferolu, którego zakres absorbancji przypada na 265–310 nm [70]. Natomiast, pik 

absorbancji przy długościach fal 407 nm oraz 660-680 nm może wskazywać na obecność 

chlorofilów. Analiza HPLC pozwoliła ustalić, że badany olej zawierał chlorofil A (12,43 mg/g), 

chlorofil B (3,67 mg/g), zawartość karotenoidów wyniosła 10,13 mg/g oleju.  

Analiza chromatograficzna (HPLC–PDA) wykazała dominujący pik z czasem retencji 7,25 

min, który został zidentyfikowany jako mieszaninę β- i γ-tokoferoli, a ich zawartość została 

określona na 1,36 mg/g oleju, co stanowi umiarkowaną wartość na tle innych olejów 

pozyskanych z nasion i owoców innych roślin [71]. Zawartość α- i δ-tokoferolu wynosiła 

odpowiednio 0,29 i 0,33 mg/g oleju. Porównując dostępne dane literaturowe, nasuwają się 

wnioski, że olej pozyskany z owoców E. senticosus może stanowić bogate źródło δ-

tokoferolu, gdyż zawiera prawie trzykrotnie większe ilości tego związku niż na przykład olej 

sojowy [72]. 

Stosując GC-MS zidentyfikowano w oleju 5 rodzajów kwasów tłuszczowych, 

stanowiących 24% składu oleju, 3 spośród zidentyfikowanych, stanowiły kwasy 

nienasycone, t.j. kwas linolenowy (18%), kwas oleinowy (5,36%), a także kwas α-linolenowy 

(0,40%). Z kolei, kwasy nasycone (palmitynowy i stearynowy) stanowiły łącznie 2,5% 

zawartości oleju. Na tej podstawie można sądzić, że olej pozyskany z owoców E. senticosus 
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jest bogatym źródłem kwasów nienasyconych, mimo że stosunek n-3 kwasów do n-6 

kwasów nie jest korzystny z punktu widzenia dietetycznego.  

Jak wynika z literatury, owoce E. senticosus zawierają kwas ursolowy [73], dlatego, w 

niniejszej pracy oceniono zawartość tego triterpenu w oleju z nasion techniką HPLC-PDA. 

Wykazano, że jego zawartość wynosiła 35,72 mg/g oleju. Uwzględniając zawartość oleju w 

owocach, można stwierdzić, że zawartość kwasu ursolowego w samych owocach wynosi 

około 1,9 mg/g. Wyniki badań własnych pokazują, że owoce E. senticosus są znacznie 

bogatszym źródłem kwasu ursolowego niż podają wcześniejsze doniesienia. Jang et al. [73] 

stwierdzili, że 100 g owoców zawiera około 3,5 mg kwasu ursolowego. Różnica ta może 

wynikać z charakteru fizykochemicznego rozpuszczalników zastosowanych do ekstrakcji, 

heksan w przypadku badań własnych i metanol w przypadku badań Jang’a et al. 
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9.3. Analiza fitochemiczna intraktu z owoców Eleutherococcus 

senticosus  

 

(Publikacja 2) Aktywność adaptogenna związana jest z obecnością metabolitów 

wtórnych, bardzo często charakterystycznych tylko dla niewielkiej grupy roślin.  Pierwotne 

i wtórne metabolity są odpowiedzialne za działanie farmakologiczne surowca roślinnego 

oraz jego przetworów. W przypadku Eleutherococcus głównymi wtórnymi metabolitami są 

eleuterozydy, zwłaszcza eleuterozyd B i E, [8]. Jednak analiza HPLC-DAD intraktu 

dostarczyła nieoczekiwanych wyników, ponieważ nie zidentyfikowano w nim 

eleuterozydów, zarówno w surowym intrakcie, jak i w warstwie octanu etylu. Brak tych 

związków może wynikać z różnicy w ich polarności i polarności rozpuszczalnika użytego do 

przygotowania intraktu.  Warstwa octanu etylu okazała się bogata w kwas kawowy (3,85 

mg/g suchego intraktu i protokatechowy (1,16 mg/g suchego intraktu). Drugą grupę 

badanych metabolitów stanowiły cukry. W intrakcie zidentyfikowano mio-inozytol (267,5 

mg/g suchego intraktu) i D-mannitol (492,5 mg/g suchego intraktu). Mio-inozytol jest 

alkoholem cukrowym o działaniu immunostymulującym, doniesienia literaturowe 

wskazują, że stosowany w dawkach od 232,7 do 687,3 mg/kg w diecie może wzmacniać 

nieswoistą i swoistą odpowiedź immunologiczną u ryb (karp Jian, Cyprinus carpio var. Jian) 

mierzoną jako wzrost aktywności fagocytarnej leukocytów [74]. 

 W kolejnym etapie badań (Publikacja 3) określono całkowitą zawartość związków 

fenolowych i polifenolowych w intrakcie. Na podstawie analizy uzyskanych wyników, 

zauważono, że całkowite stężenie polifenoli (TPC) wyniosło 1,02 ± 0,04 mg/ g intraktu; 

całkowite stężenie flawonoidów (TFC) – 0,30 ± 0,074 mg/ g intraktu, natomiast stężenie 

kwasów fenolowych oszacowano na 0,19 ± 0,05 mg/g intraktu. Dane te porównano z 

dostępnymi doniesieniami literaturowymi, dotyczącymi zwartości tych składników w 

tradycyjnie używanym surowcu, korzeniu.  Adamczyk et al. [75] zbadali zawartość 

flawonoidów i polifenoli w metanolowym ekstrakcie z korzenia E. senticosus oraz 4 innych 

gatunków Eleutherococcus. Wykazano, że TPC zawierał się w przedziale od 4,10 do 10,40 

mg GAE/g, natomiast TFC od 1,80 do 6,50 mg QEs/g. 

Uzyskane wyniki wskazują na wyższe stężenia TFC i TPC w ekstrakcie z korzeni E. 

senticosus. Można zasugerować, że stężenia związków polifenolowych zależą od rodzaju 
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materiału roślinnego (część podziemna lub nadziemna), rodzaju rozpuszczalnika użytego 

do ekstrakcji, sposobu ekstrakcji oraz warunków wzrostu. Z tego powodu ważne jest 

kontrolowanie każdej partii zebranego materiału roślinnego, aby zapewnić jakość ekstraktu 

lub preparatów roślinnych.  
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9.4. Analiza fitofarmakologiczna intraktu z owoców Eleutherococcus 

senticosus 

 

(Publikacja 2) W niniejszym cyklu badań, została postawiona hipoteza, że intrakt z 

owoców Eleutherococcus senticosus może odgrywać fizjologiczną rolę w nieswoistej 

odporności organizmu. W badaniu aktywności leków roślinnych wybór odpowiednich 

metod i ich walidacja są ważnymi etapami określania aktywności produktów i ekstraktów. 

Aby potwierdzić założoną hipotezę, zbadany został bezpośredni wpływ intraktu na 

stymulację leukocytów ludzkiej krwi obwodowej (PBL) w obecności wirusa VSV w modelu 

VSV-PBL in vitro. 

Ponieważ wirusy mogą replikować tylko w komórkach żywych, w początkowym etapie 

określono CPE (efekt cytopatyczny) analizowanych próbek na linii komórkowej A549. 

Komórki nowotworowe stymulowano badanymi komponentami przez 3 dni, stężenia do 

300 μg/mL intraktu nie powodowały zmian cytopatycznych w komórkach. Wynik ten został 

porównany z wzorcami eleuterozydów B i E, stężenie do 100 μg/mL nie powodowało zmian 

cytopatycznych. 

 

Linia komórkowa A549 została później zastosowana jako medium służące ocenie 

wytwarzania cząstek wirusów i oceny aktywności przeciwwirusowej badanego intraktu.  

W celu zweryfikowania czy wyselekcjonowane wcześniej dawki nie powodują śmierci 

izolowanych od zdrowych dawców leukocytów, leukocyty były stymulowane przez 48 h 

intraktem (300 μg/mL) i eleuterozydami B i E (po 100 μg/mL), wyniki porównywano z 

niestymulowaną próbą kontrolną (Rycina 3). Stężenia nie wpłynęły na spadek żywotności 

PBL, przeciwnie, zauważono wzrost proliferacji PBL. Na rycinie 3 przedstawiono 

statystycznie istotny wzrost liczby PBL w porównaniu z kontrolą po 48 h stymulacji. Wzrost 

liczby leukocytów jest częściowo zgodny z postawioną hipotezą o adaptogennym działaniu 

intraktu z owoców. 
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Rycina 3  Proliferacja (%) leukocytów po stymulacji intraktem (300 μg/mL), eleuterozydami B i E (po 100 μg/mL) przez 

48 godzin. Jako kontrolę pozytywną zastosowano LPS (100 μg/mL). Dane z trzech oddzielnych eksperymentów 
przeprowadzonych z użyciem leukocytów izolowanych od niezależnych dawców testowanych w dwóch powtórzeniach są 
wyrażone jako średnia ± SEM. Wszystkie dane przedstawiono jako wartości mediany. 

 

Aby uniknąć nieścisłości, czy badany intrakt z owoców E. senticosus ma zdolności 

adaptogenne i zmniejsza miano wirusów, czy działa samodzielnie jako lek 

przeciwwirusowy, określona została jego aktywność przeciwko wirusowi pęcherzykowego 

zapalenia jamy ustnej (VSV). W celu zidentyfikowania etapu, na którym replikacja może być 

zahamowana, VSV wstępnie potraktowano związkami przed infekcją komórek, drugim 

wariantem było potraktowanie związkami podczas adsorpcji wirusa, a ostatnim wariantem 

było dodanie związków po adsorpcji wirusa. Inkubacja VSV z intraktem przed zakażeniem 

nie powodowała istotnego obniżenia miana wirusa (Rycina 4). Nie zaobserwowano wpływu 

na replikację VSV, gdy próbki dodawano w trakcie adsorpcji lub 30 min po zakażeniu VSV 

(Rycina 5). Dodatkowo w celu weryfikacji naszych wyników, do doświadczenia włączono 

eleuterozydy B i E. Zebrane dane sugerują, że intrakt, eleuterozydy B i E nie działały jako 

środki przeciwwirusowe z mianem (logTCID50/mL) około 4,6, 4,0 i 5,0 w porównaniu do 

niestymulowanej kontroli z mianem na poziomie 4,0. 
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Rycina 4 Wirusobójczy wpływ związków na VSV. Eleuterozyd B (100 μg/mL), eleuterozyd E (100 μg/mL) i intrakt (300 

μg/mL) inkubowano z VSV przez 2 godziny w 37 °C. Po czasie inkubacji mieszaniny miareczkowano, wysiewano na 
monowarstwie komórek A549 i inkubowano przez 72 godz. Miano VSV porównano z nietraktowaną (tylko VSV) kontrolą. 

 

 

 
Rycina 5 Wpływ związków na replikację VSV w trzech wariantach: zielony: związki dodano do komórek A549 24 h 

przed infekcją VSV; czerwony: związki były obecne tylko w okresie adsorpcji; czarny: związki dodano po okresie adsorpcji. 
Jako kontrole pozytywne zastosowano cydofowir i rybawirynę. B, eleuterozyd B (100 μg/mL); E, eleuterozyd E (100 μg/mL); 
Int, intrakt (300 μg/mL). 

 

Dodanie intraktu 90 min po zakażeniu obniżyło miano VSV o około 1 log, natomiast 

rybawiryna zastosowana jako kontrola, o około 2,6 log. Według [76], obniżenie miana mniej 

niż 1 log wskazuje na całkowity brak działania wirusobójczego. Uzyskane wyniki 

potwierdziły naszą hipotezę o braku aktywności anty-VSV.  

Nieswoistą, wrodzoną odporność można stymulować różnymi roślinnymi 

metabolitami, takimi jak adaptogeny, które powinny zwiększać odporność, na przykład na 

infekcję wirusami, takimi jak wirus VSV. Aby stworzyć jak najbardziej zbliżone warunki 

zachodzące w organizmie człowieka po zakażeniu wirusem, określono wpływ intraktu na 

wzbudzenie odporności ludzkich leukocytów (PBL) w odpowiedzi na zakażenie tym 

wirusem (VSV), w modelu VSV-PBLs in vitro. VSV nie powoduje naturalnych infekcji w 

europejskiej populacji ludzkiej, dlatego w ludzkiej surowicy nie ma swoistych przeciwciał 
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przeciwko VSV, co wyklucza udział odporności nabytej w tym eksperymentalnym modelu 

odporności wrodzonej. Po 48-godzinnej stymulacji intraktem komórek PBL zakażonych 

VSV, zauważono trzykrotny spadek miana VSV w porównaniu z niestymulowaną kontrolą, 

co wskazuje na częściową oporność (Rycina 6). Nie stwierdzono statystycznie istotnego 

spadku miana w przypadku traktowania próbek eleuterozydami B i E. 

 

 

 
Rycina 6 Wpływ intraktu z owoców E. senticosus oraz eleuterozydu B i eleuterozydu E na stymulację odpowiedzi 

immunologicznej w komórkach PBL zakażonych VSV. B, eleuterozyd B (100 μg/mL); E, eleuterozyd E (100 μg/L)); Int, intrakt 
(300 μg/mL). Wyniki przedstawiono w postaci mediany. 

 

Miano wirusa VSV ≥ 4 log TCID50 uznano za niedobór odporności wrodzonej, miano 2–

3 log wskazuje na częściową odporność, a miano 0–1 log wskazuje na całkowitą wrodzoną 

odporność przeciwwirusową. Co ciekawe, stosując VSV-PBLs jako system modelowy, 

stwierdzono, że tylko intrakt powodował statystycznie istotną oporność, zaklasyfikowaną 

do oporności częściowej, z mianem 3 log. Zauważono istotną korelację między VSV-PBLs-

Intrakt a VSV-PBLs (r2 = 0,693). Sugeruje to, że niższa replikacja wirusa po stymulacji VSV-

PBLs-Intrakt może być związana ze zwiększonym wydzielaniem IL-10. Dodatni współczynnik 

korelacji (r2 = 0,872) wskazuje, że zmienne są bezpośrednio powiązane. Jest to zgodne z 

wcześniejszymi doniesieniami dotyczącymi replikacji VSV w leukocytach wrażliwych na 

infekcje wirusowe, w których wykazano, że zmiany w równowadze profilu cytokin mogą 

być związane z produkcją czynnika martwicy nowotworu-α (TNF-α), interleukiny 10 (IL-10) 

lub interferonu-γ (IFN-γ) przez leukocyty zakażone VSV [77]. Należy wspomnieć, że infekcja 

VSV nie wpłynęła na żywotność PBLs, jak wykazano wcześniej [78]. 
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Roślinne adaptogeny znane są ze swojego działania przeciwzapalnego, dlatego w 

następnym etapie eksperymentów, sprawdzony został wpływ intraktu na produkcję 

zarówno interleukiny IL-2 (cytokina prozapalna), jak i interleukiny IL-10 (cytokina 

przeciwzapalna). W badanych stężeniach nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie 

IL-2. Jednak próbki traktowane intraktem wykazały statystycznie istotny wzrost produkcji 

IL-10 – wzrost stężenia o 328 ± 1,4 pg/mL (kontrola dodatnia wzrost o 473 pg/mL). W 

przypadku eleuterozydu B i E, wzrost był na poziomie 170,3 i 187 pg/mL. Znaczny wzrost 

stężenia IL-10 po stymulacji leukocytów intraktem może wynikać z synergizmu różnych 

związków w nim obecnych. 

Dotychczas badano jedynie wpływ ekstraktów z korzenia na poziom IL-6 w tkance 

płucnej mysiego modelu ostrego uszkodzenia płuc oraz w komórkach ludzkiego mięsaka 

maziówkowego SW982. Ekstrakt obniżał poziom IL-6 [79]. Wyniki badań ekstraktu 

etanolowego z korzeni E. senticosus wykazały wzrost stężenia IL-6 (0,03–1,0 mg/mL). 

Takiego efektu nie zaobserwowano w przypadku izolowanych metabolitów, tj. 

eleuterozydu B i E [80]. Spadek stężenia IL-4, IL-5 i IL-12 zaobserwowano przy wyższych 

dawkach ekstraktu, natomiast przy niższych zaobserwowano stymulację IL-6 i IL-13 [81]. 

Dane literaturowe z tego zakresu nie są spójne, dlatego najbardziej wiarygodnym krokiem 

byłaby ocena wpływu ekstraktu na szeroki panel interleukin, zarówno prozapalnych, jak i 

przeciwzapalnych, w jednym zestawie eksperymentalnym. 

 

(Publikacja 3) W kolejnym etapie badań określono potencjał antyoksydacyjny intraktu. 

Wiadomym jest, że przeciwutleniacze pochodzenia roślinnego mogą chronić organizm na 

poziomie molekularnym przed wolnymi rodnikami. Nie ma jednego uniwersalnego testu do 

oceny tych zdolności, dlatego w eksperymentach uwzględniono trzy metody. Badanie 

próbek różnymi metodami powinno wykazać, czy aktywność antyoksydacyjna próbek 

roślinnych zależy od ich profilu chemicznego i interakcji z wolnym rodnikiem. Zmierzone 

wartości antyoksydacyjne intraktu zostały wyrażone jako wartość medialnego stężenia 

skutecznego - EC50. Dla metody z ABTS, wartość EC50 wyniosła 55,22 μg/mL, dla testu z DPPH 

– 250,48 μg/mL. W teście oceny chelatowania jonów żelaza z ferrozyną, intrakt 

odznaczył się chelatowaniem na poziomie 12,12%. Prezentowane wartości okazały się 

dwukrotnie słabsze w porównaniu do ekstraktu z korzenia E. senticosus.  
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Zapalenie to naturalny proces indukowany przez różne bodźce, na rozwój i przebieg 

którego mają wpływ między innymi takie enzymy jak hialuronidaza (Hyal) czy tyrozynaza 

(Tyr). Hialuronidazy to enzymy rozkładające kwas hialuronowy. Tyrozynaza, z kolei 

uczestniczy w procesie melanogenezy, w wyniku którego jest produkowana melanina. 

Wielu badaczy ustaliło związek między ekspresją Hyal a wzrostem stanu zapalnego, jak 

również odkryto, że aktywność hialuronidazy wzrasta w różnych chorobach 

nowotworowych. Uwzględniając powyższe, identyfikacja i klasyfikacja inhibitorów Hyal 

może być korzystna z perspektywy opracowywania nowych klas leków przeciwzapalnych. 

Dlatego też, w dalszych poszukiwaniach, zbadano wpływ intraktu na aktywność tych 

enzymów. Wyniki przedstawione zostały jako wartość IC50, dla hialuronidazy (30 U/mL) ta 

wartość wynosiła 217,44 μg/mL, dla tyrozynazy – 586,83 μg/mL. Zmierzona została także 

aktywność względem acetylocholinoesterazy (0,4 U/mL), nie stwierdzono inhibicji. Intrakt 

okazał się słabszym inhibitorem od klasycznego ekstraktu z korzenia E. senticosus (IC50 

wynosiły odpowiednio dla hialuronidazy 44,80 μg/mL i 162,56 μg/mL – dla tyrozynazy). 

Interesującym odkryciem była inhibicja hialuronidazy przez intrakt, który okazał się być 

silniejszym inhibitorem niż escyna, IC50 = 388,80 μg/mL. Oznacza to, że intrakt z owoców 

może mieć potencjalne zastosowanie jako substancja lecznicza.  

 

Dostępność danych literaturowych dotyczących wpływu przetworów z owoców E. 

senticosus na analizowane enzymy jest bardzo nieliczna. Fakt ten wskazuje na 

pionierskość podjętych w niniejszym cyklu badań. Uzyskane wyniki zostały odniesione do 

wyników aktywności przeciwenzymatycznej innych organów E. senticosus. Adamczyk et. al. 

[75] badali aktywność anty-acetylocholinesterazową i anty-hialuronidazową ekstraktów z 

korzenia E. senticosus (100 μg/0,16 mL), uzyskując poziom inhibicji 26,1 i 10%. Kuźniewski 

et al. [82] stwierdzili, że 75% etanolowe ekstrakty z jesiennych i wczesnowiosennych liści E. 

senticosus hamowały Hyal odpowiednio w 74,3% i 33%, przy stężeniu 22 μg/0,16 mL 

mieszaniny reakcyjnej. Zwiększone hamowanie ekstraktów z liści jesiennych może być 

spowodowane obecnością większej ilości substancji polifenolowych. 

Rozpoczynając analizę cytotoksyczności intraktu z owoców E. senticosus postawiono 

hipotezę, że adaptogeny nie powinny działać jako silne środki cytotoksyczne wobec 
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komórek nowotworowych, powinny stymulować nieswoistą odporność organizmu jako 

adaptogen. Sugeruje się, że w przypadku nowotworów adaptogeny raczej nie powinny 

działać bezpośrednio na komórki, a jedynie pobudzać układ odpornościowy do niszczenia 

komórek nowotworowych. Aby potwierdzić założenie, że intrakt wykazuje bardziej 

działanie adaptogenne niż cytotoksyczne, określono jego cytotoksyczność na dwie linie 

komórek nowotworowych, FaDu i HepG2. 

FaDu to linia komórkowa o morfologii nabłonka, która została rozpoznana na podstawie 

biopsji u pacjenta z rakiem płaskonabłonkowym. Komórki HepG2 to ludzka linia 

komórkowa raka wątroby. Ze względu na wysoką specjalizację komórkową (zarówno 

funkcjonalną, jak i morfologiczną), komórki HepG2 i FaDu są odpowiednim modelem do 

badania aktywności cytotoksycznej ksenobiotyków in vitro oraz toksyczności [61, 62, 83]. 

Wyniki zaprezentowane poniżej (Rycina 7), obrazują żywotność obu linii komórkowych 

po potraktowaniu intraktem. Nie zauważono zmian w żywotności komórek, nie zauważono 

zmian cytotoksycznych.  

 

 
Rycina 7 Aktywność cytotoksyczna intraktu wobec linii komórkowych FaDu i HepG2. Stężenia intraktu: 1, 5, 10, 25, 

50, 75, 100 μg/mL. 

 

Istnieją pewne doniesienia na temat cytotoksycznej aktywności adaptogenów wobec 

linii komórkowych. Jednym z interesujących są badania nad nanocząsteczkami srebra z 

przyłączonym ekstraktem z suszonych łodyg Eleutherococcus senticosus. Wyniki wskazują 

na ich znaczne działanie cytotoksyczne i apoptotyczne wobec komórek raka płuc A549 i 

komórek raka okrężnicy HT29 przy stężeniu 10 μg/mL. Autorzy sugerują, że potencjał 
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przeciwnowotworowy Sg-AgNP jest powiązany ze stymulacją apoptozy przez szlak kaspazy-

3/p38 MAPK poprzez tworzenie ROS [84].  Z kolei Załuski et al. [85] określili działanie 

cytotoksyczne intraktu z owoców E. senticosus na linie komórkowe białaczek, HL-60, HL-

60/MX1, HL-60/MX2, CEM/C1 i CCRF/CEM, donosząc, że wartość IC50 mieściła się w 

zakresie 10,40-50 µg/mL. Autorzy również przebadali inne części E. senticosus, wartości IC50 

dla ekstraktów etanolowych z korzeni, liści wiosennych i jesiennych wobec linii komórkowej 

HL-60, wyniosły odpowiednio: 208, 312 i 299 μg /mL [13]. Jest to kolejny dowód sugerujący, 

że adaptogeny są raczej słabym środkiem przeciwnowotworowym i nie hamują 

bezpośrednio proliferacji komórek. Należy również zwrócić uwagę na fakt, że uzyskane 

stężenia toksyczne były bardzo wysokie, niezależnie od tego, czy użyto komórek zdrowych, 

czy nowotworowych, jest to zgodne z funkcją adaptogenu, który jest uważany raczej za 

nietoksyczną substancję dla organizmu [78, 86]. Nie spełnia to także rekomendacji 

Narodowego Instytutu Raka dotyczącej aktywności cytotoksycznej in vitro. Według 

wytycznych, jeśli wartość IC50 wynosi więcej niż 20 μg/mL, substancja jest klasyfikowana 

jako nietoksyczna (National Cancer Institute, Stany Zjednoczone), [87]. 

 

  



58 

 

10.  WNIOSKI 

 

Wyniki badań, które zostały przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, 

pozwoliły na rozszerzenie aktualnego stanu wiedzy o cechach farmakognostycznych i 

fitochemicznych owoców E. senticosus. Ponadto poznano skład chemiczny i aktywność 

farmakologiczną intraktu z owoców E. senticosus. Na podstawie uzyskanych wyników 

można wysunąć następujące wnioski: 

 

1. Uzyskane wyniki badań jednoznacznie wskazały, że sposób przygotowania 

przetworu ma wpływ na skład chemiczny i właściwości produktu. 

2. Owoce E. senticosus charakteryzują się cechami anatomicznymi, 

obserwowanymi mikroskopowo (druzy i czerwone chromoplasty w mezokarpie, 

żółte krople oleju tłuszczowego w bielmie), które pozwalają na ocenę surowca 

pod względem jego czystości, jakości, zanieczyszczeniem innymi surowcami 

roślinnymi.  

3. Owoce E. senticosus cechują się wysoką zawartością kwasu chlorogenowego i 

eleuterozydów B i E. Ekstrakty z nich pozyskane mogą być potencjalnie badane 

pod kątem wykorzystania w profilaktyce i terapii chorób skóry przebiegających 

z nadaktywnością tyrozynazy, jako środek wybielający skórę. 

4. Wykazano, że intrakt z owoców E. senticosus nie zawiera eleuterozydów, które 

w literaturze naukowej uznane są za związki odpowiedzialne za efekt 

adaptogenny. Można zasugerować, że intrakt jest nowym źródłem innego 

związku o działaniu immunostymulującym, mianowicie myo-inozytolu.  

5. Istotne z punktu działania leczniczego intraktu jest indukcja nieswoistej 

odpowiedzi immunologicznej leukocytów (PBLs) w modelu badawczym VSV-

PBLs-Intrakt. Po raz pierwszy wykazano, że intrakt obniża miano wirusa VSV, 

prawdopodobnie poprzez wzrost poziomu przeciwzapalnej interleukiny IL-10. 

Uzyskane wyniki potwierdzają słuszność tradycyjnego stosowania owoców, w 

etnomedycynie ludów Syberii, w leczeniu chorób wirusowych i schorzeń 

charakteryzujących się niskim poziomem leukocytów. 
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6. Wykazano, że intrakt cechuje się niską aktywnością cytotoksyczną. Uzyskane 

wyniki wskazują, że adaptogeny są raczej nietoksyczne zarówno dla komórek 

zdrowych i nowotworowych. Według hipotez postawionych w latach 

siedemdziesiątych i osiemdziesiątych przez naukowców radzieckich, adaptogen 

powinien charakteryzować się niskim potencjałem przeciwnowotworowym. 

Powinien natomiast stymulować układ immunologiczny do walki z komórkami 

nowotworowymi. Otrzymane wyniki własne częściowo wpisują się w te 

założenia, jednak wymagane są dalsze badania. 

 

Podsumowując, zaprezentowane wyniki badań wykazały, że intrakt pozyskany z 

owoców E. senticosus stanowi doskonałą alternatywę dla tradycyjnie pozyskiwanych 

ekstraktów z korzenia, cechując się zbliżonymi do tradycyjnego właściwościami 

biochemicznymi i leczniczymi. Nadmierna eksploatacja, polegająca na zbiorach w 

środowisku naturalnym, wskazuje na potrzebę wprowadzenia upraw ważnych roślin 

leczniczych w Europie. Dostrzeżony został potencjał owoców jako źródło odnawialnego 

adaptogenu, a także gatunków potencjalnie interesujących do uprawy w Europie 

Zachodniej. Może być on z powodzeniem stosowany jako suplement diety, który mógłby 

zastąpić tradycyjnie używane ekstrakty korzeniowe, przyczyniając się tym samym do 

bardziej zrównoważonego, ekologicznego pozyskiwania surowca i przyczynienia się do 

zachowania występowania tej cennej adaptogennej rośliny w środowisku naturalnym, 

odsuwając widmo zagrożenia jej wyginięciem.  
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Abstract: Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. is a medicinal plant used in Traditional
Chinese Medicine (TCM) for thousands of years. However, due to the overexploitation, this species is
considered to be endangered and is included in the Red List, e.g., in the Republic of Korea. Therefore,
a new source of this important plant in Europe is needed. The aim of this study was to develop
pharmacognostic and phytochemical parameters of the fruits. The content of polyphenols (eleuthero-
sides B, E, E1) and phenolic acids in the different parts of the fruits, as well as tocopherols, fatty
acids in the oil, and volatile constituents were studied by the means of chromatographic techniques
[HPLC with Photodiode-Array Detection (PDA), headspace solid-phase microextraction coupled
to gas chromatography-mass spectrometry (HS–SPME/GC–MS)]. To the best of our knowledge, no
information is available on the content of eleutherosides and phenolic acids in the pericarp and seeds.
The highest sum of eleutheroside B and E was detected in the whole fruits (1.4 mg/g), next in the
pericarp (1.23 mg/g) and the seeds (0.85 mg/g). Amongst chlorogenic acid derivatives (3-CQA,
4-CQA, 5-CQA), 3-CQA was predominant in the whole fruits (1.08 mg/g), next in the pericarp
(0.66 mg/g), and the seeds (0.076 mg/g). The oil was rich in linoleic acid (C18:3 (n-3), 18.24%), ursolic
acid (35.72 mg/g), and ↵-tocopherol (8.36 mg/g). The presence of druses and yellow oil droplets
in the inner zone of the mesocarp and chromoplasts in the outer zone can be used as anatomical
markers. These studies provide a phytochemical proof for accumulation of polyphenols mainly in the
pericarp, and these structures may be taken into consideration as their source subjected to extraction
to obtain polyphenol-rich extracts.

Keywords: Eleutherococcus senticosus; fruits; eleutherosides; nutri-pharmacological; metabolomics; herbs

1. Introduction
Plant-based metabolites have served as lead compounds for many important drugs,

such as morphine, digoxin, quinine, hyoscyamine, salicylic acid, and artemisinin [1].
According to the WHO (World Health Organization), about 80% of the world’s population
use plants in the primary health system, both in the developing and developed countries.
For instance, 14% of the Russian population use them regularly and 44% from time-to-
time [2].
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One of the best-known plants, used as a source of pharmacologically active and nu-
tritional molecules, is Eleutherococcus senticosus (Siberian ginseng). The plant is native to
Russia, the Far East, China, Korea, and Japan. The fruits of E. senticosus have been used
in Russia for many years as a tonic on the central nervous system and as an adaptogen.
Modern research is focused on elucidation of the pharmacological activities of wild fruits, in-
cluding their antioxidant, antimicrobial, and anticancer effects. An acidified 80% methanol
extract showed high xanthine oxidase and AChE inhibitory activities. The anticancer
activity of the extract was also proven by screening various human cell lines, including
LNCaP (prostate cells), MOLT-4F (leukemia cells), A549 (lung cells), ACHN (renal cells)
HCT-15 (colon cells), and SW-620 (colon cells). The latest reports indicate their immunos-
timulatory and anti-inflammatory activities and an increase in the number of leukocytes.
The intractum from the fruits was found to stimulate human leukocyte resistance to the
VSV (Vesicular Stomatitis Virus) infection via reduction of viral replication, which might be
associated with increased secretion of interleukin 10 (IL-10). Besides medical applications,
the fruits are industrially used in the production of phyto-jam (0.8–1.6 kg/100 kg of the
product). Considering the data mentioned above, the consumption of wild edible fruits
of E. senticosus by local communities in many developing countries is gaining increasing
interest [3–7].

According to the European Medicines Agency (EMA), the pharmacological activity
of E. senticosus in traditional applications is attributed to secondary metabolites called
eleutherosides. They are very varied with saponins, lignans, coumarins, and phenyl-
propanoids as their aglycons. Eleutheroside B (syringin 4-�-D-glucoside) and E ((�)-
syringaresinol 4,4”-O-�-D-diglucoside) are the major compounds and, according to the
European Pharmacopoeia, their sum should not be less than 0.08%. Eleutherosides are
thought to be the most active compounds present mainly in the roots. Although the fruits
are used as ingredients in the production of galenic formulations, the roots are a major sub-
ject of research while the fruits remain largely unknown. The fruits are rich in flavonoids
(13.4–14.4 mg/g ext.), polyphenols (38.5–41.1 mg/g ext.), minerals (Ca 3730–4495, Mg
1430–1540, Fe 35.4–53, Mn 75.2–88.3, Zn 18.9–41.0, Cu 3.34–13, Se 0.19–061; mg/kg respec-
tively), and essential oil (0.3%, v/d.w.). Interestingly, a large amount of myo-inositol and
D-mannitol was found as well (267.5 and 492.5 mg/g dry extract, respectively) [8–10].

As demonstrated by previous studies conducted by Załuski, E. senticosus is success-
fully cultivated in the botanical garden in Rogów (Central Polish Lowlands), and some
methods required for determination of phenolic metabolites in the plant material and the
biological activity of extracts have been developed [11,12]. The observations have also
been confirmed by Bączek, who studied the impact of growth conditions on accumulation
of biologically active compounds in organs of two-, three-, and four-year-old plants [13].
Nevertheless, the species cultivated in Bydgoszcz (North Polish Lowlands) has not yet
been studied in detail (Figure 1). Preliminary information on chemical compounds in the E.
senticosus fruits intractum have been previously reported by Graczyk et al. [8]. To the best
of our knowledge, no data are available on the localization of eleutherosides and phenolic
acids in anatomical structures or on pharmacognostic features that can be used as markers
in quality assessment. It is well known that phytochemicals can be accumulated in different
fruit parts, e.g., Citrus limon Burm. contains the highest amount of chlorogenic or caffeic
acids or hesperidin in the peel [14–17]. In addition, there is no information about the oil in
the fruits, which may be of interest e.g., for the food industry [10,18–20].
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presence of druses and yellow oil droplets in the inner zone of the mesocarp and red chro-
moplasts in the outer zone of the mesocarp visible in the transverse fruit section are dis-
tinguishing features that can be used as anatomical markers. This study is a complement 
of the research conducted by Solomonowa et al. [20], in which the morphological-anatom-
ical and morphometric study of fruits were carried out. The morphometric indicators of 
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canals in the mesocarp are filled with oil, probably essential oil, rounded parenchymatous 
cells. In turn, the druses and chromoplasts in the mesocarp and fatty oil drops in the en-
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by the European Medicines Agency. 

Figure 1. Morphological characteristics of the investigated species; (A) 1-year-old plant, general morphology; (B1,B2)
4-year-old plants growing in the crop field, general morphology; (C) flowers; (D) mature fruits.

To confirm our hypothesis, this study was focused on the quantitative analysis of
phytochemicals with their localization in the anatomical fruit parts (seeds, pericarp) and on
anatomical features that can be possibly used in the quality control of this pharmaceutically
important plant.

2. Results and Discussion
2.1. Microscopic Pharmacognostic Features of Fruits

The quality control of plant-based material is important to ensure the best quality of
products. For many years, plant materials imported to Europe have been of bad quality
(adulterated or substituted) [21]; therefore, to ensure good quality, new protocols for a
new herbal material are needed. The fruits of Eleutherococcus senticosus species growing in
Asia and cultivated in Poland or other European countries have not yet been evaluated in
terms of pharmacognostic features. The poor-quality plant material now offered on the
market necessitates development of proper well-controlled production procedures. The
development of a pharmacognostic protocol including microscopic and phytochemical
studies will help in identification of these fruits and protect from adulteration.

The characteristic anatomical features of the fruits are shown in Figures 2 and 3. The
anatomical structure of the E. senticosus fruits is characteristic for most species from the
Araliaceae family. The microscopic studies of the transverse section showed the pres-
ence of secretory canals filled with yellow oil droplets in the inner zone of the mesocarp.
The presence of druses and yellow oil droplets in the inner zone of the mesocarp and red
chromoplasts in the outer zone of the mesocarp visible in the transverse fruit section are dis-
tinguishing features that can be used as anatomical markers. This study is a complement of
the research conducted by Solomonowa et al. [20], in which the morphological-anatomical
and morphometric study of fruits were carried out. The morphometric indicators of the
fruits are as follows: fruit length 9.95 mm, fruit diameter 4.65, stone length 5.25 mm, and
stone width 1.98 mm.
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Figure 2. (A). Morphological structure and anatomical features of E. senticosus fruits. (B). 1. Transverse section of the
fruit, 2–3. Seed, 4–5. Seed coat and endosperm, 6. Pericarp, 7–8. Outer zone of mesocarp, 9–10. Mesocarp with druses,
11–13. Inner zone of mesocarp with secretory canals and oil droplets (transverse section), 14. Inner zone of mesocarp
with secretory canals and oil droplets (longitudinal section), 15. Endocarp (transverse section), 16. Endocarp (tangential
section). end.—endosperm, s.c.—seed coat, en.—endocarp, i.mes.—inner zone of mesocarp, o.mes.—outer zone of mesocarp,
ex.—exocarp.

The powder microscopy of the fruits (Figure 3) shows epidermis cells tightly adjacent
to each other. The endocarp contains fibers oriented askew to the stone axis. The secretory
canals in the mesocarp are filled with oil, probably essential oil, rounded parenchymatous
cells. In turn, the druses and chromoplasts in the mesocarp and fatty oil drops in the
endosperm can be considered as diagnostic features. The parameters analyzed here are
useful for identification and authentication of this medicinally important plant and will
provide the latest knowledge for the development of herbal monographs as recommended
by the European Medicines Agency.

2.2. HPLC–PDA and GC–MS Metabolite Profiling of the Fruits
2.2.1. HPLC–PDA Analysis of Eleutherosides B, E, and E1 in the Anatomical Structures of
the Fruits

For the analysis of the metabolome, such approaches as HPLC, TLC–UV, GC–MS,
LC-MS, MSn, and NMR-spectrometry are currently used. TLC coupled with densito-
metry and HPLC or HPLC–MS have usually been applied to analyze eleutherosides.
High-performance liquid chromatography (HPLC) is a leading technique for detection
of plant-based metabolites and is very often used as a pilot technique for separation and
identification of phytochemicals [10–12].
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Figure 3. Diagnostic features of powdered fruits. 1. Polygonal cells of fruit epidermis (exocarp). 2. Inner layers of endocarp
cells are represented by fibers, oriented askew to stone axis (2A—tangential section, 2B—transverse section). 3. Secretory
canal (cross-section) in mesocarp, parenchymal cells (3A—visible oil content). 4. Outer part of the mesocarp composed
of parenchymal cells containing red plastids (chromoplasts). 5. Druses in mesocarp cells located closer to the endocarp.
6. Drops of fatty oil from the endosperm. 7. Seed coat built of large cells with brown contents. Diagnostic features of the
fruits. s.c.—seed coat, end.—endosperm, i.mes.—inner zone of mesocarp, s.ch.—secretory canals, s.—secretion (essential
oil), dr.—druses, ch.—chromoplasts.

The extraction of the fruits, seeds, and pericarp obtained from the 4-year-old plant
resulted in 20, 26, and 33% dry extract yield, respectively. No data on the characterization
of the anatomical parts of E. senticosus fruits and the distribution of their active constituents
have been published before. Plant metabolites exhibit a very broad range of polarities. This
means that only part of the plant’s chemodiversity is present in any plant extract. Among
the three studied eleutherosides (eleutheroside B, E, and E1), only eleutheroside B and E
have been found in the largest amount in the whole fruits i.e., 0.66 and 0.74 mg/g d. ext.,
respectively (Figures 4 and 5). Considering the distribution of these compounds, a higher
quantity was noticed in the pericarp than in the seeds; however, there was no significant
difference between the pericarp and seeds, especially in the case of eleutheroside E. The
latest studies conducted by Graczyk et al. [8] have revealed the absence of eleutherosides
in the intractum made of the fresh fruits. This may result from their medium polarity.
Eleutherosides are usually well extracted with 75% (v/v) methanol or ethanol; therefore,
we suppose that the ethanol concentration (40% v/v) used to prepare the intractum may
have been too low to extract eleutherosides. Moreover, the extraction of the whole fruits
also means that some compounds will not be extracted, and the intractum was prepared
through maceration, while ultrasounds were applied in this study.
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Figure 4. Contents of eleutherosides (mg/g extract): B—eleutheroside B, E—eleutheroside E, B + E—
sum of eleutheroside B and eleutheroside E.

Figure 5. Chromatogram of Eleutherococcus senticosus fruit and reference standards with PDA spectra and structures of
determined compounds: (A)—PDA spectrum and chemical structure of eleutheroside B; (B)—PDA spectrum and chemical
structure of eleutheroside E; (C)—chromatogram of the extract of Eleutherococcus senticosus fruit; (D)—chromatogram of the
mixture of standards (a—eleutheroside B, b—eleutheroside E, c—eleutheroside E1). RP18e LiChrospher 100 column (Merck,
Darmstadt, Germany) (25 cm ⇥ 4.0 mm i.d., 5 µm particle size) at 25 �C; mixtures of water (solvent A) acetonitrile (solvent
B) and both acidified with 0.025% of trifluoroacetic acid were used as the mobile phase. The compounds were separated by
gradient elution with the following program: 0.0–8.0 min A 90%, B 10%; 8.1–18.0 min A 90–80%; B 10–20%, 18.1–30.0 min A
80%, B 20%. The flow rate was 1.0 mL/min.

Bączek [13] showed that the content of eleutherosides B and E in methanol fruit
extract obtained from a 4-year-old plant was 35.6 and 29.7 (mg/100g), respectively. It
should be mentioned that eleutherosides were not present in the fruits of 2- and 3-year-old
plants, respectively. Unfortunately, the authors did not provide information about the
calculation, i.e., it was not specified whether 100 g referred to the plant material or the
extract. This makes the comparison difficult and, in many cases, unreliable. Taking into
consideration the sum of eleutheroside B and E, the extract from the whole fruits contains a
higher quantity of eleutherosides. However, it is very important that the pericarp contains
more eleutherosides than the seeds, which means that the seeds may be used in the
micropropagation of the species. Eleutherococcus senticosus is included in the Red List in
some countries [8]; in this case, the pericarp may serve as a source of eleutherosides, while
the seed (embryo) may be used for in vitro germination to develop seedlings and increase
the number of botanical specimens.
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2.2.2. HPLC–PDA Analysis of Phenolic Acids in the Anatomical Structures of the Fruits
Phenolic acids play a vital function as non-nutritional constituents of human diet and

pharmacologically active compounds. In some fruits, they are accumulated in different
parts. In this study, it has been found that the whole fruits contain a high amount of
chlorogenic acid; 3-CQA (1.08 mg/g d. ext.), in comparison to the pericarp (0.66 mg/g d.
ext.) and seeds (00.76 mg/g d. ext.) (Table 1, Figure 6).

Table 1. Contents of phenolic acids (mg/g extract ±SD), n = 3 (3-CQA—chlorogenic acid, 4-CQA—
cryptochlorogenic acid, 5-CQA—neochlorogenic acid, PA—protocatechuic acid. Additional informa-
tion on HPLC–DAD data is given in the supporting information part).

Sample 3-CQA 4-CQA 5-CQA PA Total Content

Fruit 1.08 ± 0.96 0.07 ± 0.01 0.030 ± 0.01 0.08 ± 0.07 1.26
Pericarp 0.66 ± 0.2 0.03 ± 0.02 0.01 ± 0.001 0.04 ± 0.03 0.74

Seed 0.076 ± 0.03 0.008 ± 0.001 0.004 ± 0.002 0.008 ± 0.001 0.096

Figure 6. Chromatogram of Eleutherococcus senticosus fruits (C) and a mixture of reference standards (D): a—protocatechuic
acid, b—neochlorogenic acid, c—chlorogenic acid and d—cryptochlorogenic acid with PDA spectra and structures of the
main compounds: (A)—protocatechuic acid and (B)—chlorogenic acid. C18 core-shell column (Kinetex, Phenomenex,
Aschaffenburg, Germany) (25 cm ⇥ 4.6mm i.d., 5 µm particle size) at 25 �C, a mixture of water (solvent A) and acetonitrile
(solvent B) with 0.025% of trifluoroacetic acid; gradient elution program: 0.0–5.0 min A 95%, B 5%; 5–60 min A from 5 to
20%, and B from 95–80%. The flow rate was 1.0 mL/min.

Chlorogenic acid is the main phenolic component in coffee and beverages prepared
from herbs, fruits, and vegetables. The results presented in literature revealed that the
content of chlorogenic acid in methanol extracts of fruits from a 4-year-old plant was
409.2 mg/100g [13]. No chlorogenic acid has been detected in the fruits of 2- and 3-year-old
plants, respectively. Other studies have shown that the water extract from the fruits of E.
senticosus contained 0.57 mg/g dry weight of chlorogenic acid [9].

2.3. HS–SPME/GC–MS Analysis of Volatile Metabolites in the Fruits
HS–SPME coupled with the GC–MS analysis identified 38 volatile constituents (VOCs)

in the E. senticosus fruits, representing 93.9% of the total number. The detected compounds
belong to several classes, such as monoterpene hydrocarbons and oxygenated monoter-
penes (13.2%) and sesquiterpene hydrocarbons and oxygenated sesquiterpenes (76.6%).
The percentage composition of the identified compounds is listed in the elution order
in Table 2 and Figure 7 and Figure S2. (E)-�-farnesene (19.46 ± 0.78%), germacrene D
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(12.88 ± 1.10%), (E,Z)-a-farnesene (12.84 ± 0.85%), and b-bisabolene (12.64 ± 0.70%) were
the main compounds identified in the E. senticosus fruits.

Table 2. Percentage of volatile compounds identified by HS–SPME/GC–MS in E. senticosus fruits (% ± SD) (RT—retention
time, RI calc—retention index, calculated, RI lit—retention index, literature. Internal standard—2-undecanone. All analyses
were performed in triplicate).

No. RI
Lit.

RI
Calc.

RT
(Min) Compound Name Formula Compound

m/z

Match
Factor

(%)
Content

1 930 926 6.01 ↵-Thujene C10H16 93; 91; 77 94.55 0.05 ± 0.02
2 939 933 6.18 ↵-Pinene C10H16 93; 91; 77 95.00 0.12 ± 0.09
3 975 973 7.18 (Z)-Sabinene C10H16 93; 91; 77 97.84 2.46 ± 1.19

4 985 987 7.52 6-methyl-5-hepten-2-
one C8H14O 43; 108; 69; 55 97.50 0.15 ± 0.03

5 990 991 7.63 �-Myrcene C10H16 93; 69; 41 96.20 1.43 ± 0.44
6 1002 1005 7.99 ↵-Phellandrene C10H16 93; 77; 136 96.90 2.22 ± 0.6
7 1011 1010 8.15 3-Carene C10H16 93; 79; 121 97.90 0.37 ± 0.012
8 1026 1025 8.54 O-Cymene C10H14 119; 134; 91 97.90 1.40 ± 0.26
9 1029 1029 8.65 Limonene C10H16 93; 68; 79 98.50 2.81 ± 0.54
10 1037 1038 8.91 (Z)-�-Ocimene C10H16 93; 91; 79 93.24 0.05 ± 0.01
11 1050 1048 9.19 (E)-�-Ocimene C10H16 93; 91; 79 97.10 0.86 ± 0.15
12 1059 1059 9.49 �-Terpinene C10H16 93; 136; 77 98.60 0.11 ± 0.01
13 1070 1067 9.73 (Z)-Sabinene hydrate C10H18O 71; 93; 43 98.50 0.90 ± 0.09
14 1088 1089 10.33 Terpinolene C10H16 121; 93; 136 95.04 0.16 ± 0.01
15 1159 1159 12.30 Sabina ketone C9H14O 81; 96; 67; 55 83.10 0.08 ± 0.01
16 1177 1179 12.85 Terpinen-4-ol C10H18O 71; 111; 93 96.52 0.15 ± 0.02
17 1294 1295 15.99 2-Undecanone (IS) C11H22O 58; 43; 71 93.20 3.79 ± 6.31
18 1294 1299 16.11 Methyl myrtenate C11H16O2 105; 137; 91;77 94.50 0.07 ± 0.02
19 1376 1381 17.91 ↵-Copaene C15H24 161;119; 105; 93 98.20 1.05 ± 0.16
20 1388 1390 18.11 �-Bourbonene C15H24 81; 123; 161 94.90 0.12 ± 0.02
21 1408 1409 18.49 7-epi-Sesquithujene C15H24 119; 93; 91; 69 93.00 0.14 ± 0.02
22 1419 1426 18.81 �-Caryophyllene C15H24 93; 91; 133; 79 97.90 0.91 ± 0.14
23 1432 1436 18.99 (Z)-�-Copaene C15H24 161; 105; 91; 119 99.00 0.25 ± 0.04
24 1434 1441 19.08 (E)-↵-Bergamotene C15H24 119; 93; 91; 69 97.60 0.54 ± 0.07
25 1456 1463 19.49 (E)-�-Farnesene C15H24 69; 93; 133; 161 90.00 19.46 ± 0.78
26 1466 1471 19.64 (Z)-Muurola-4,5-diene C15H24 161; 105; 91; 204 94.20 0.26 ± 0.04
27 1481 1490 20.00 Germacrene D C15H24 161; 105; 91; 119 94.60 12.88 ± 1.10
28 1497 1498 20.16 (E,Z)-↵-Farnesene C15H24 93; 119; 69; 107 92.10 12.84 ± 0.85
29 1511 1515 20.43 (E)-�-Bisabolene C15H24 93; 69; 94; 109 95.70 12.64 ± 0.70
30 1513 1522 20.55 �-Cadinene C15H24 161; 93; 105; 119 97.70 0.55 ± 0.06
31 1522 1530 20.68 �-Sesquiphellandrene C15H24 69; 161; 93; 91 95.70 2.6 ± 0.22
32 1532 1538 20.81 (E)-�-Bisabolene C15H24 93; 107; 135; 119 94.60 3.26 ± 0.43
33 1540 1548 20.97 (E)-↵-Bisabolene C15H24 93; 119; 121; 80 95.70 1.63 ± 0.20
34 1563 1559 21.15 (E)-Nerolidol C15H26O 69; 93; 81; 83 85.30 0.23 ± 0.06
35 1607 1619 22.12 �-Oplopenone C15H24O 177; 43; 93; 79 93.40 0.15 ± 0.02
36 1658 1665 22.80 ↵-Bisabolol oxide B C15H26O2 143; 105; 85; 81 97.66 0.76 ± 0.12
37 1685 1692 23.20 ↵-Bisabolol C15H26O 109; 119; 69; 43 98.90 6.35 ± 0.9

38 2104 2107 27.78 6-Octadecenoic acid,
methyl ester, (Z)- C19H36O2 55; 74; 84; 96 94.52 0.13 ± 0.10

Monoterpene hydrocarbons and oxygenated monoterpenes 13.17

Sesquiterpene hydrocarbons and oxygenated sesquiterpenes 76.62

Other compounds 4.07

Total 93.86
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Figure 7. HS–SPME/GC–MS chromatogram of volatile compounds in E. senticosus fruits. The numbers correspond to the
compounds in Table 2; IS—internal standard.

Previous reports on the essential oil from E. senticosus fruits indicated �-caryophyllene
and humulene [7] or spathulenol [10] as the main compounds. However, the results of the
present study revealed farnesene and bisabolene-type derivatives as dominant compounds
showing more similarity to the essential oil from leaves described by Zhai et al. [22]. Studies
conducted on E. senticosus root material obtained from different regions (Russia, China—
two different sources) showed significant fluctuations in the quantity of the compounds,
which may be connected with differentiation of the chemotypes [23]. Moreover, Załuski
and Janeczko reported differences in the composition of fruit essential oil connected with
duration of storage [10].

2.4. GC–MS and HPLC–PDA Profiling of the Fruit Fatty Oil
The oil obtained by hexane extraction of ground fruits constituted 5.4 ± 0.015% of

their weight. The oil is a semi-solid, yellow-green substance with a characteristic aroma
(Figure 8A) absorbing UV–VIS radiation in the range of 190–430 nm and at a wavelength of
660–680 nm (Figure 8B). Absorbance at a wavelength of 269 nm may indicate the presence
of tocopherols, especially ↵-tocopherol absorbing radiation in the range of 265–310 nm [24].
Absorbance at 407 and 660–680 nm may indicate the presence of chlorophylls [25]. It was
shown that the content of chlorophyll A and chlorophyll B was 12.43 mg/g and 3.67 mg/g,
respectively, and the content of carotenoids in the tested oil was 10.13 mg/g.

2.4.1. GC–MS Analysis of Fatty Acids
The analysis of the oil by gas chromatography with mass spectrometry showed the

presence of five fatty acids, including three unsaturated acids (linoleic, oleic, and ↵-linolenic
acids), the total content of which was 24% (Table 3). The dominant fatty acid was linoleic
acid (over 18%), while the content of ↵-linolenic acid was only 0.4%. The content of
saturated acids was only 2.5%. Thus, the E. senticosus fruit oil is a rich source of unsaturated
acids, but the proportion of n-3 acids to n-6 acids is not beneficial for human health [26].
In addition, the analysis showed the presence of four components of the essential oil and
trimethylsulfonium ursolate—a derivative of ursolic acid and TMSH. An example of a
chromatogram is presented in Figure 9, and the mass spectrum for fatty acids is shown in
Figure S1.
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Figure 8. (A) Photography and (B) UV–VIS spectroscopic fingerprint of Eleutherococcus senticosus fruit oil.

Table 3. Content of fatty acids (% w/w ±SD) in Eleutherococcus senticosus seed oil (n = 3) (RT—retention time, FAME—fatty
acid methyl esters, FA—fatty acid, M—molecular ion), LOD—limit of detection, LOQ—limit of quantification.

Compound
Name

FA
Abbreviation

RT FAME
(Min.)

Mass Data
FAME

LOD
(% w/w)

LOQ
(% w/w) Content of FA

Palmitic acid C16:0 12.94 ± 0.1
270 (M),

239,227,213,185,143,
129,11197,87,74,69,55

0.044 0.132 2.18 ± 0.04

Stearic acid C18:0 15.08 ± 0.1

298 (M),
267,255,241,227,
213,199,185,171,157,
143,129,115,97,
87,83,74,69,55

0.026 0.078 0.29 ± 0.00

Oleic acid C18:1 (n-9) 15.77 ± 0.1

296 (M),
278,264,235,
222,180,166,
137,123,110,
97,83,69,55

0.037 0.111 5.36 ± 0.05

Linoleic acid C18:2 (n-6) 16.95 ± 0.2

294 (M),
263,233,220,205,
191,178,164,150,
135,123,109,95,

81,67,59,55

0.013 0.039 18.24 ± 0.26

↵-Linolenic
acid C18:3 (n-3) 18.56 ± 0.2

292 (M),
261,236,193,163,

149,121,108,
95,79,67,55

0.015 0.045 0.40 ± 0.04

Total 26.47
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Figure 9. GC–MS chromatogram of Eleutherococcus senticosus fruit oil. 1-(Z)-�-farnesene; 2-↵-bergamotene; 3-↵-farnesene;
4-�-cubebene; 5-methyl palmitate; 6-methyl stearate; 7-trimethylsulfonium ursolate; 8-methyl oleate; 9-methyl linoleate;
10-methyl linolenate. HP-88 Agilent 45 capillary column (60 m ⇥ 0.25 mm; 0.20 µm film thickness). The oven temperature
was programmed from 110 �C to 190 �C with 8 �C/min held for 2 min at 110 �C and 13 min at 190 �C. The temperature of
the injector was 250 �C. Helium was used as a carrier gas at a flow rate of 1.2 mL/min A quadrupole mass spectrometer
with electron ionization (EI) at 70 eV and with a full scan type acquisition mode (50 m/z to 500 m/z) was used as a detector
connected with GC. The temperature of the MS source and the MS quadrupole was set to 230 �C and 150 �C, respectively.

The chromatographic analysis (HPLC–PDA) revealed a dominant peak with a re-
tention time of 7.25 min. This peak was identified as a mixture of �- and �-tocopherols,
and their content was determined to be 1.36 mg/g oil. The ↵- and �-tocopherol content
was 0.29 and 0.33 mg/g of oil, respectively (Table 4). Grilo et al. assessed the content of
tocopherols in commonly used oils (rapeseed, sunflower, corn, and soybean). The content
of ↵-tocopherol ranged from 0.071 to 0.43 mg/g and �-tocopherol ranged from 0.092 to
0.27 mg/g for soybean and sunflower oils, respectively [27]. Thus, it can be concluded that
the E. senticosus seed oil contains a moderate amount of ↵-tocopherol. On the other hand,
the tested oil may be a valuable source of �- and �-tocopherols; however, the assessment
of the mutual quantitative relationships of these two compounds requires further research
and other methods. Ergönül and Köseoğlu have shown that the content of �-tocopherol
in unrefined soybean oil is 0.12 mg/g, while in rapeseed oil it is 0.012 mg/g [28]. Thus, it
can be concluded that the E. senticosus fruit oil is quite a rich source of �-tocopherol, as it
contains nearly three-fold higher amounts of this compound than soybean oil.

Table 4. Content of selected biologically active compounds (mg/g ± SD) in Eleutherococcus senticosus seed oil (n = 3)
(RT—retention time, LOD—limit of detection, LOQ—limit of quantification. Tocopherol content).

Compound
Name RT (Min.) Theoretical

Plates
Linear Regression

Equation

Concentration
Range

(µg/mL)

Correlation
Coefficient

(r)
LOD LOQ Content

Fluorescence Detection (ng/mL) (ng/mL)

↵-Tocopherol 8.36 ± 0.1 6158 y = 1851639x + 17320 0.48–7.20 0.9979 12.0 38.0 0.29 ± 0.00
�- +

�-Tocopherol 7.25 ± 0.1 5779 y = 4739064x + 115013 0.59–8.88 0.9997 6.0 20.0 1.36 ± 0.07

�-Tocopherol 6.30 ± 0.1 5527 y = 4041480x + 112005 0.55–8.34 0.9999 5.5 18.5 0.33 ± 0.00

Spectrophotometric Detection (µg/mL) (µg/mL)

Ursolic acid 31.4 ± 0.2 6111 y = 30275.9x + 93277 39.20–117.60 0.9989 0.17 0.51 35.72 ± 0.82
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2.4.2. HPLC–PDA Analysis of Ursolic Acid
Pentacyclic triterpenes are lipophilic compounds present in the oil fraction [29]. As

shown in literature, E. senticosus fruits contain ursolic acid [7]. Therefore, the content of this
triterpene in E. senticosus seed oil was evaluated in the present study. Its content was shown
to be 35.72 mg/g of oil (Table 4). Given the oil content in the fruits, it can be concluded that
the ursolic acid content in the fruits is over 1.9 mg/g. Our research shows that E. senticosus
fruits are a much richer source of ursolic acid than previously thought. Jang et al. found
that 100 g of fruits contain about 3.5 mg of ursolic acid [7]. The results obtained by Yang’s
team were on lower possibly due to the use of methanol in fruit extraction.

3. Materials and Methods
3.1. Chemicals and Reagents

The standards of eleutheroside B (�98.0%), eleutheroside E (�98.0%), eleuthero-
side E1 (�98.0%), protocatechuic acid (�97%), ursolic acid (�90%), �-tocopherol, (+)-�-
tocopherol, (±)-↵-tocopherol (analytical standards), methyl palmitate (�99.0%), methyl
stearate (�99.5%), methyl oleate (�99.0%), methyl linoleate (�98.5%), methyl linolenate
(�99.0%), 2-propanol (99.9%), hexane (�95%), phosphoric acid (�85%), trimethylsulfo-
nium hydroxide (TMSH) (0.25 M methanolic solution), gradient grade acetonitrile, and
trifluoroacetic acid (�99%) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). LC
grade methanol (MeOH) was purchased from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Water
for HPLC was purified by ULTRAPURE Millipore Direct-Q® 3UV-R (Merck Millipore,
Billerica, MA, USA). Tert-butyl methyl ether (TBME) (99.8%) was purchased from Avantor
Performance Materials Poland S.A. (Gliwice, Poland). All other reagents were of analytical
grade. Eleutheroside standards were dissolved in 75% methanol (final concentration of 0.16,
0.16, and 0.36 mg/mL for eleutheroside B, E, and E1, respectively). Phenolic acid standards
and ursolic acid were dissolved in methanol (final concentration of 0.24, 1.04, 0.23, 0.30,
and 0.50 mg/mL for neochlorogenic, chlorogenic, cryptochlorogenic, protocatechuic, and
ursolic acid, respectively). Standard solutions were prepared by dilution of stock solutions
to appropriate concentrations.

3.2. Plant Material and Preparation of the Extract
Mature fruits of 4-year-old Eleutherococcus senticosus were collected in the Garden of

Medicinal and Cosmetic Plants in Bydgoszcz (Poland) in September 2017 (N: 53�07036.55”
E: 18�01051.64”). The plant sample was deposited at the Department of Pharmaceutical
Botany and Pharmacognosy, Collegium Medicum, Bydgoszcz, Poland, Cat. Nr. ES 10/2018.
Air-dried and powdered fruits (10 g each) were soaked in 100 mL of 75% ethanol for 24 h.
Next, the samples were subjected to triple UAE-type extraction (ultrasonic bath—Polsonic,
Warsaw, Poland) using 100 and 2 ⇥ 50 mL of 75% ethanol. The extraction was performed
at room temperature for 15 min for each cycle. Finally, 200 mL of each extract was obtained.
After that, the extract was filtered through Whatman no. 4 filter paper. The solvent was
dried with an evaporator in vacuum conditions at 45 �C, frozen at �20 �C, and subjected to
lyophilization. The dried residue was stored in an exsiccator at 4 �C. The extraction yield
was calculated based on the dry weight of the extract [%]. The same steps were made for
extraction of the pericarp and seeds.

3.3. Microscopic Analysis
The anatomical structure of the fruits was examined microscopically using a com-

pound microscope coupled with a camera, evaluated, and photographed (40X). Chloral
hydrate was used as a reagent. Computer images were captured using software ProgRes
CapturePro 2.8—Jenoptik optical system.

3.4. HPLC–PDA Analysis of Eleutherosides B, E, and E1
The analyses were performed on an EliteLaChrom chromatograph with a PDA de-

tector and EZChrom Elite software (Merck, Darmstadt, Germany). The following chro-



84 

 

 

  

Molecules 2021, 26, 1969 13 of 16

matographic system was used: an RP18e LiChrospher 100 column (Merck, Darmstadt,
Germany) (25 cm ⇥ 4.0 mm i.d., 5 µm particle size) at 25 �C; mixtures of water (solvent A)
and acetonitrile (solvent B) both acidified with 0.025% of trifluoroacetic acid were used as
the mobile phase. The compounds were separated by gradient elution with the following
program: 0.0–8.0 min A 90%, B 10%; 8.1–18.0 min A 90–80%, B 10–20%; 18.1–30.0 min A
80%; B 20%; 30.1–45.0 min A 0%, B 100%; 45.1–60.0 min A 90%, B 10%. The flow rate was
1.0 mL/min. Data were collected between 190 and 400 nm. The identity of compounds
was established by comparison of retention times and UV spectra with the corresponding
standards. Quantitative analysis was performed at � = 264 nm for eleutheroside B and
� = 206 nm for eleutheroside E and E1. The chromatographic parameters and calibration
data for quantification of the investigated eleutherosides are provided in Table S1.

3.5. HPLC–PDA Analysis of Phenolic Acids
The analyses were performed on an EliteLaChrom chromatograph with a PDA de-

tector and EZChrom Elite software (Merck, Darmstadt, Germany). The chromatographic
system was as follows: a C18 reversed phase core-shell column (Kinetex, Phenomenex,
Aschaffenburg, Germany) (25 cm ⇥ 4.6 mm i.d., 5 µm particle size), a mixture of water
(solvent A) and acetonitrile (solvent B) with 0.025% of trifluoroacetic acid, and the following
gradient elution program: 0.0–5.0 min A 95%, B 5%; 5–60 min A from 5 to 20% and B
from 95–80%. The flow rate of the mobile phase was 1.0 mL/min and the temperature of
thermostat was set at 25 �C. Data were collected between 210 and 400 nm. The identity
of compounds was established by comparison of retention times and UV spectra with
the corresponding standards. Quantitative analysis was performed at � = 326 nm for
chlorogenic acids and � = 260 nm for protocatechuic acid. The chromatographic parameters
and calibration data for quantification of the investigated phenolic acids are provided in
Table S1.

3.6. HS–SPME/GC–MS Analysis of Volatile Compounds
Head space-solid phase microextraction (HS–SPME) was conducted according to

Zielińska et al. [30] with slight modifications. Briefly, 100 mg of dry E. senticosus fruits
were placed in a 15 mL sealed vial and extracted using a fiber coated with 50/30 µm
divinylbenzene–carboxen–polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS; Supelco, Bellefonte,
PE, USA). The 2-undecanone–2 mg/mL in water (Merck, Poland) was used as an internal
standard. Equilibration was performed at 60 �C for 15 min, the fiber exposition time was
15 min, and the thermal desorption was 3 min at 250 �C directly in the gas chromatography
(GC) injection port. All analyses were performed in triplicate. The gas chromatography
(GC) analysis was performed using Agilent 7890B GC coupled with a 7000GC/TQ system
mass spectrometer (Agilent Technologies, Paolo Alto, CA, USA). Separation was carried
out on an HP-5 MS column; 30m ⇥ 0.25 mm ⇥ 0.25 µm (J&W, Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) at a constant helium flow of 1 mL/min. The injector temperature
was set at 250 �C and the sample was applied in a split mode (70:1). The temperature
program was 50 �C for 1 min, followed by 5 �C/min to 120 �C, 8 �C/min to 200 �C, then
to 250 �C in 16 �C/min and held isothermal for 2 min. The MS source, transfer line, and
quadrupole temperature were set at 230 �C, 320 �C, and 150 �C, respectively. The mass
spectra were collected in a scan mode from m/z 30–400 and the ionization voltage was 70 eV.
Data acquisition was performed using Agilent MassHunter Workstation software (version
B.08.00). The identification of the compounds was based on a comparison of fragmentation
patterns with the NIST17 mass spectra library and they were matched with retention index
(RI) obtained by calculation relative to the n-alkane standard (C8–C20; Merc, Poland). The
quantitative analysis (expressed as percentages of each compound) was carried out by peak
area normalization measurements without a correction factor.
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3.7. Isolation of Oil and Preparation of Samples
Air-dried and pulverized fruits (5 g) were extracted four times with hexane (4 ⇥ 30 mL)

using an ultra-sonic bath (4 ⇥ 15 min.) The extracts were combined and evaporated in a
rotary evaporator. The oil (50 mg) was placed in a volumetric flask (5 mL) and dissolved in
2-propanol. The solution was filtered through a 0.25 µm polyamide membrane filter before
HPLC analysis. The oil (10 mg) was dissolved in 500 µL of TBME and derivatized by the
addition of 250 µL of TMSH. The whole sample was shaken vigorously, and the GC–MS
analysis was performed.

3.7.1. HPLC–PDA Analysis of Ursolic Acid and Tocopherols in the Oil
The analysis was performed on a VWR Hitachi Chromaster 600 chromatograph with

a 5430 Diode Array Detector, a 5440 FL Detector, and EZChrom Elite software (Merck,
Darmstadt, Germany). A RP18e LiChrospher 100 column (Merck, Darmstadt, Germany)
(25 cm ⇥ 4.0 mm i.d., 5 µm particle size) was used for the analyses. The identity of com-
pounds was established by comparison of retention times and PDA spectra with the
corresponding standards. Ursolic acid was determined using a previously published
methodology [31]. An isocratic system was used with the basic chromatographic condi-
tions: the mobile phase consisted of acetonitrile, water, and a 1% aqueous phosphoric acid
solution (75:25:0.5 v/v/v); eluent flow rate 1.0 mL/min; column temperature 10 �C. The
injection volume was 10 µL. The analysis was based on chromatograms recorded with the
PDA detector. Data were collected between 200 and 400 nm. The quantitative analysis was
performed at � = 200 nm.

Tocopherols were determined using an isocratic system. The mobile phase consisted
of acetonitrile and methanol (5:95 v/v). The eluent flow rate was 1.2 mL/min. The column
temperature was set at 30 �C. The injection volume was 5 µL. The quantitative analysis
was performed using a fluorescence detector with an excitation wavelength at � = 296 nm
and an emission wavelength at � = 330 nm.

3.7.2. GC–MS Analysis of Fatty Acids in the Oil
The analysis was performed using an Agilent GC–MSD system (GC/MSD 6890N/5975)

equipped with a HP-88 Agilent capillary column (60 m ⇥ 0.25 mm; 0.20 µm film thick-
ness), MSD ChemStation ver. E.02.02.1431 software (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA), and a split–splitless injector. The oven temperature was programmed from
110 �C to 190 �C with 8 �C/min, held for 2 min at 110 �C and 13 min at 190 �C. The
temperature of the injector was 250 �C. The injection volume was 1 µL (split ratio 150:1;
split flow 180 mL/min). Helium was used as a carrier gas at a flow rate of 1.2 mL/min. A
quadrupole mass spectrometer with electron ionization (EI) at 70 eV and with a full scan
type acquisition mode (50 m/z to 500 m/z) was used as a detector connected with the GC.
The temperature of the MS source and the MS quadrupole was set at 230 �C and 150 �C,
respectively. Identification of the constituents was based on a comparison of their mass
spectra with the mass spectra library NIST resources and retention times with standards.

3.8. Statistical Analysis
Determinations were performed in triplicate. The data were subjected to statistical

analysis using Statistica 7.0. (StatSoft, Cracow, Poland). The evaluations were analyzed for
one-way analysis of variance. Statistical differences between the treatment groups were
estimated by Spearman’s (R) and Person’s (r) test. All statistical tests were carried out at a
significance level of ↵ = 0.05.

4. Conclusions
The practical aspect of the present results may be the application of the fruits as an

ingredient of plant-based products used to treat immune-related diseases, as confirmed by
Graczyk et al. [8]. With their chlorogenic acid content, the fruit extracts can be examined
as a skin-whitening agent acting as tyrosinase inhibitor and possibly used in the cosmetic
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industry. In addition to this, we did not find information on doses used in ethnomedicine,
showing the need of re-confirmation of the fruits’ activity with regard to therapeutically
active doses. Based on these results, the fruits may be a substitution for the roots to prevent
exploitation of this endangered plant in some countries. This study has clearly shown that
the species can be cultivated in Europe, producing biologically active metabolites.

Supplementary Materials: The following are available online, Figure S1: Mass spectra for standards
(based on the NIST database) and investigated fatty acids. Figure S2: Mass spectra of HS-SPME/GC-
MS investigated compounds. Table S1: Chromatographic parameters and calibration data for
quantification of investigated eleutherosides and phenolic acids.
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14.  STRESZCZENIE 

 

Słowa kluczowe: ELEUTHEROCOCCUS, ADAPTOGEN, IMMUNOSTYMULACJA, INTRAKT, 

FITOCHEMIA 

 

 Wytwarzanie nowoczesnych leków pochodzenia naturalnego oparte jest w głównej 

mierze na wykorzystaniu ekstraktów roślinnych, których jakość zależy od rodzaju użytego 

do ekstrakcji surowca, jego warunków i środowiska uprawy, a także warunków procesu 

ekstrakcji. Zachowanie najwyższych norm i standardów produkcyjnych przekłada się na 

uzyskanie wyciągów o wysokiej zawartości wtórnych metabolitów, cechujących się 

przewidywanym kierunkiem działania farmakologicznego. Badanie składu jakościowego i 

ilościowego oraz aktywności biologicznej otrzymywanych ekstraktów są więc jednym z 

kluczowych etapów produkcji wysokiej jakości leków pochodzenia roślinnego. 

W tym też kontekście zwrócono uwagę na obecność pierwotnych i wtórnych 

metabolitów obecnych w ekstraktach pozyskanych z owoców Eleutherococcus senticosus 

(Rupr. et Maxim.) Maxim., a także na ich aktywność na poziomie farmakologicznym. 

Istotnym problemem, który należy zaakcentować, jest wykorzystywanie korzenia rośliny 

jako tradycyjnego surowca, którego użycie przekłada się na rosnący wzrost zagrożenia 

wyginięciem tego gatunku. Dlatego kluczowym aspektem rozważań dotyczących 

leczniczych surowców roślinnych, jest poszukiwanie takich, które nie oddziaływają ujemnie 

na populację samej rośliny. 

Głównymi założeniami cyklu prac, który został przedstawiony do ewaluacji w ramach 

rozprawy doktorskiej, była ocena cech farmakognostycznych owoców E. senticosus, ich 

składu chemicznego i aktywności farmakologicznej pod kątem przydatności jako nowego 

surowca adaptogennego. Nadrzędny cel badań w opisanych pracach stanowiło znalezienie 

odpowiedzi na pytanie, czy części nadziemne rośliny, takie jak owoce Eleutherococcus 

senticosus, mogą być stosowane zamiennie dla tradycyjnie wykorzystywanych korzeni, z 

zachowaniem właściwości surowca adaptogennego?  

Cel ten został zrealizowany poprzez podzielenie badań na kilka głównych etapów, które 

obejmowały ocenę farmakognostyczną owoców z wykorzystaniem mikroskopii optycznej, 

analizę fitochemiczną owoców, a także analizę fitochemiczną intraktu, który został z nich 
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pozyskany. Wykorzystano do tego takie techniki jak HPLC-PDA, HPLC-RID. Przeprowadzono 

także oznaczenia całkowitej zawartości flawonoidów, polifenoli czy kwasów fenolowych, z 

wykorzystaniem metod spektrofotometrycznych i kolorymetrycznych. Dalszy aspekt badań 

obejmował ocenę farmakologiczną intraktu z owoców pod kątem działania 

adaptogennego, podczas której posłużono się przede wszystkim metodami 

spektrofotometrycznymi do oceny właściwości antyoksydacyjnych i 

przeciwenzymatycznych (ocena inhibicji hialuronidazy, tyrozynazy i 

acetylocholinoesterazy). Wykorzystane zostały także testy kolorymetryczne MTT do oceny 

aktywności wirusobójczej, a także do oceny zdolności do wzbudzenia proliferacji 

leukocytów krwi obwodowej przez intrakt. Ocena stężenia cytokin w komórkach 

leukocytów krwi obwodowej stymulowanych intraktem została przeprowadzona z 

wykorzystaniem techniki immunoenzymatycznej – test ELISA. Badania cytotoksyczności, 

opierały się przede wszystkim na analizach przeżywalności 2 linii komórkowych: FaDu i 

HepG2 z wykorzystaniem testu MTT.  

Na podstawie uzyskanych wyników badań można stwierdzić, że intrakt pozyskany z 

owoców E. senticosus stanowi alternatywę dla zwyczajowo pozyskiwanych ekstraktów z 

korzenia tej rośliny (wskazania farmakopealne). Jego wykorzystanie może przyczynić się 

tym samym do bardziej zrównoważonego, ekologicznego podejścia w pozyskiwaniu 

surowca farmakopealnego, a także do zachowania występowania tej cennej adaptogennej 

rośliny w naturalnym środowisku.  

Uzyskane wyniki pozwoliły także na stwierdzenie, że warunki klimatyczne, które panują 

na terenie naszego kraju, nie wpłynęły w sposób ujemny na profil fitochemiczny oraz 

fitofarmakologiczny Eleutherococcus senticosus, co wskazuje na pozytywną perspektywę 

uprawy tej rośliny w Polsce. Ponadto użycie owoców jako surowca leczniczego, przyczyni 

się do zwiększenia masy surowca pozyskanego z jednego okazu (korzeń ok. 1 kg, natomiast 

owoce do 10 kg), przyczyniając się tym samym do bardziej zrównoważonego, ekologicznego 

podejścia w pozyskiwaniu ekstraktów roślinnych. 
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15.  SUMMARY 

 

Keywords: ELEUTHEROCOCCUS, ADAPTOGEN, IMMUNOSTIMULATION, INTRACT, 

PHYTOCHEMISTRY  

 

The production of modern medicines of natural origin is based mainly on the use of 

plant extracts, the quality of which depends on the type of plant used for extraction, its 

conditions and cultivation environment, as well as the conditions of the extraction process. 

Maintaining the highest standards and production standards translates into obtaining 

extracts with a high content of secondary plant metabolites, characterized by the expected 

direction of pharmacological action. Testing the qualitative and quantitative composition 

as well as the biological activity of the obtained extracts, and from them the final product, 

are therefore one of the key stages in the production of high-quality medicines of plant 

origin. 

In this context, attention was paid to the presence of primary and secondary 

metabolites present in extracts obtained from the fruits of Eleutherococcus senticosus 

(Rupr. et Maxim.) Maxim., as well as their activity at the pharmacological level. An 

important aspect that should be emphasized is the problem of using the plant root as a 

traditional raw material, the use of which translates into a growing threat of extinction of 

this species. Therefore, the key aspect of considerations regarding medicinal plant raw 

materials is the search for those that do not negatively affect the population of the plant 

itself. 

The main assumptions of the cycle of works, which was submitted for evaluation as part 

of the doctoral dissertation, was the assessment of the pharmacognostic features of E. 

senticosus fruits, their chemical composition and pharmacological activity in terms of 

suitability as a new adaptogenic raw material. The overriding goal of the research in the 

described works was to find an answer to the question whether the above-ground parts of 

the plant, such as E. senticosus fruits, can be used interchangeably for traditionally used 

roots, while maintaining the properties of the adaptogenic raw material? 

This goal was achieved by dividing the research into several main stages, which included 

the pharmacognostic evaluation of fruits using optical microscopy, phytochemical analysis 
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of E. senticosus fruits, as well as phytochemical analysis of the extract obtained from them. 

Techniques such as HPLC-PDA, HPLC-RID were used for this. The total content of flavonoids, 

polyphenols and phenolic acids was also determined using spectrophotometric and 

colorimetric methods. A further aspect of the research included the pharmacological 

evaluation of the fruit extract in terms of adaptogenic activity, during which 

spectrophotometric methods were primarily used to assess the antioxidant and anti-

enzymatic properties (assessment of the inhibition of hyaluronidase, tyrosinase and 

acetylcholinesterase enzymes). MTT colorimetric tests were also used to assess virucidal 

activity, as well as to assess the intract’s ability to induce proliferation of peripheral blood 

leukocytes. The evaluation of the concentration of cytokines in peripheral blood leukocytes 

stimulated with the intract was carried out using the immunoenzymatic technique - ELISA 

test. Cytotoxicity studies were based primarily on the survival analyzes of 2 cell lines: FaDu 

and HepG2, using the MTT test. 

Based on the research results, it can be concluded that the intract obtained from the 

fruit of E. senticosus is an alternative to the commonly obtained extracts from the root of 

this plant (pharmacopoeial indications). Its use can thus contribute to a more sustainable, 

ecological approach in obtaining pharmacopoeial raw material, as well as to preserving the 

presence of this valuable adaptogenic plant in the natural environment. 

The obtained results also allowed to conclude that the climatic conditions prevailing in 

our country did not have a negative impact on the phytochemical and 

phytopharmacological profile of Eleutherococcus senticosus, which indicates a positive 

perspective for the cultivation of this plant in Poland. In addition, the use of fruit as a 

medicinal raw material will contribute to increasing the weight of the raw material 

obtained from one specimen (root approx. 1 kg, while fruit up to 10 kg), thus contributing 

to a more sustainable, ecological approach in obtaining plant extracts. 
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OŚWIADCZENIE WSPÓŁAUTORA 
  
W związku z ubieganiem się mgr Filipa Graczyka o stopień doktora nauk farmaceutycznych, 
oświadczam, że jestem współautorem poniższej publikacji wchodzącej w skład pracy doktorskiej: 
 
Phenolic profile, antioxidant, anti-enzymatic and cytotoxic activity of the fruits and roots 
of Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. 
(Graczyk F., Gębalski J., Makuch-Kocka A., Gawenda-Kempczyńska D, Ptaszyńska A. A., Grzyb S., 
Bogucka-Kocka A., Załuski D., Molecules. 2022 Aug 30; 27(17):5579. doi: 
10.3390/molecules27175579)  
 
Oświadczam, że mój współudział w wyżej wymienionej publikacji polegał na częściowym przeglądzie 
i korekcie manuskryptu i oceniam go na 5%. 
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