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Abstrakt. Celem pracy bylo okreSlenie zréznicowania kukli-
ka pospolitego (Geum urbanum L.) pod wzgledem zawartosci
zwiazkow fenolowych (garbnikow, kwasow fenolowych i euge-
nolu). Materiatem badawczym byly organy podziemne (klacza
z korzeniami) 10 populacji kuklika rosnacych na stanowiskach
naturalnych i tych samych populacji wprowadzonych do upra-
wy. Uzyskane surowce analizowano pod wzgledem zawartosci
zwigzkow fenolowych metoda HPLC i eugenolu metodg SPME-
GC. W surowcu zidentyfikowano 5 zwiazkow z grupy garbnikow
(kateching, epikateching, epigalokateching, galusan epikatechiny,
galusan epigalokatechiny) oraz kwas elagowy i kwas galusowy,
a w olejku eterycznym — eugenol jako dominujacy jego sktadnik.
Badane populacje roznity si¢ istotnie pod wzgledem zawarto-
$ci wszystkich ww. zwigzkow, ktorych bylto nieznacznie wigcej
w surowcach pochodzacych ze stanowisk naturalnych w porow-
naniu z surowcami pochodzgcymi z uprawy.

stowa kluczowe: kuklik pospolity, organy podziemne, garbniki,
kwasy polifenolowe, eugenol

WSTEP

Kuklik pospolity (Geum urbanum L.) nalezy do rodzi-
ny rozowatych (Rosaceae) (Singh, 2010). Jest to bylina do-
rastajaca do 60 cm wysokosci z charakterystycznymi kar-
bowanymi li§¢émi i drobnymi, zottymi kwiatami. Organy
podziemne zbudowane s3 z wyraznego grubego klacza
z licznymi drobnymi korzeniami (Czygan, Hiller, 2004).
Gatunek ten wystepuje obficie na obszarze calej Polski
w lasach lisciastych i1 mieszanych, na stanowiskach
umiarkowanie wilgotnych, stonecznych Iub polcieni-
stych, na glebach zasobnych w sktadniki pokarmowe
(Matuszkiewicz, 2001). Surowcem u kuklika pospolitego
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sa organy podziemne zawierajace duze iloSci garbnikow
i olejek eteryczny, ktorego gtéwnym komponentem jest
eugenol. Ze wzgledu na obecnos¢ tego zwigzku surowiec
wykorzystywany jest jako przyprawa do potraw, stanowigc
namiastk¢ gozdzikow (Czygan, Hiller, 2004). Zaréwno
ziele, jak 1 organy podziemne stosowane sa3 w medycynie
ludowej jako lek o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych,
$ciagajacych i odkazajacych (Hiller, Melzig, 1999). W ho-
meopatii ekstrakty z kuklika wykorzystywane sa natomiast
w leczeniu nadmiernej potliwosci. Surowce pochodzace
z kuklika pospolitego zbierane sa wylacznie ze stano-
wisk naturalnych, gléwnie na terenie Europy Wschodniej,
a na rynku dostgpne s3a one w postaci suplementow diety
(Czygan, Hiller, 2004).

W Katedrze Roslin Warzywnych i Leczniczych SGGW
w Warszawie od wielu lat prowadzone sg badania doty-
czace zroznicowania dziko rosnacych roslin leczniczych
i aromatycznych. Prezentowane w niniejszej pracy wyniki
stanowig kontynuacj¢ badan nad zmienno$cia wewnatrz-
i migdzypopulacyjna kuklika pospolitego, prowadzonych
in situ i ex situ (Kuczerenko i in., 2010, 2011). Celem pracy
byto okreslenie roznic w zawartosci zwigzkow fenolowych
w organach podziemnych kuklika (garbnikow, kwasow fe-
nolowych i eugenolu) pomigdzy 10 populacjami kuklika
pospolitego pochodzacymi ze stanowisk naturalnych oraz
tymi samymi populacjami wprowadzonymi do uprawy.
Wprowadzenie badanych populacji do uprawy pozwolilo,
w duzym stopniu, na wykluczenie wptywu czynnikow sro-
dowiskowych (dziatajacych w stanowiskach naturalnych)
na gromadzenie si¢ zwigzkow czynnych w organach su-
rowcowych kuklika, a tym samym na bardziej precyzyjne
okreslenie zmiennos$ci chemicznej tych populacji.

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na populacjach wystgpujacych
na Mazowszu (tab. 1). Wiosng 2010 roku z 10 stanowisk na-
turalnych pobrano po 20 mtodych roslin kuklika pospolitego
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Tabela 1. Polozenie geograficzne stanowisk naturalnych bada-
nych populacji kuklika pospolitego.
Table 1. Geographical coordinates of common avens populations.

Populacja Wspodtrzedne geograficzne

Population Geographical coordinates
Mienia N 52°10.134 E 021°41.360°
Barczgca N 52°08.850° E 021°39.045
Gliniak N 52°09.990° E 021° 33.356
Minsk N 52°09.930° E 021°34.117
Marianka N 52°09.176’ E 021°34.375
Laliny N 51°58.329 E 021°49.354°
Seroczyn N 51°59.922 E 021°52.192°
Kotodzigz N 52°00.054 E 021°57.497°
Izydory N 51°58.140° E 021°58.209°
Kienkowka N 51°56.876’ E 021°54.041°

(wykopano 1-roczne siewki z dwoma lis¢mi wiasciwymi),
a nastgpnie posadzono je na Polu Do$wiadczalnym Katedry
Roslin Warzywnych i Leczniczych w Wilanowie-Zawadach,
w rozstawie 60 x 25 cm. Zbior surowca przeprowadzono
w nastgpnym roku (2011), na poczatku wegetacji roslin
(kwiecien). Z kazdej rosnacej na polu populacji wybrano
losowo 10 osobnikow. Organy podziemne tych roslin (kta-
cza z korzeniami) zwazono, wysuszono w temperaturze
35°C, w suszarni typu ,,Le$niczanka”, sporzadzono probe
mieszang i poddano analizie chemicznej. W analogicz-
ny sposob z roslin o podobnej wielkosci losowo zebrano
i analizowano surowce z wytypowanych wczesniej stano-
wisk naturalnych.

W celu okreslenia zawartosci zwigzkow fenolowych
1 g powietrznie suchego, sproszkowanego surowca eks-
trahowano 100 ml metanolu (metanol cz.d.a. 99,8% firmy
POCH), w uniwersalnym urzadzeniu ekstrakcyjnym B-811
(Biichi). Ekstrakcje prowadzono przez 25 cykli w tempe-
raturze wrzenia rozpuszczalnika (64,6°C) przez okoto
2,5 godziny. Po odparowaniu rozpuszczalnika pozostatosé
rozcienczono w 10 ml metanolu, nastgpnie przefiltrowano
przez filtr strzykawkowy Supelco IsoDisc PTFE 25 mm X
0,45 pm 1 wykonano analiz¢ za pomoca chromatografu cie-
czowego firmy Shimadzu z detektorem diodowym SPD-
MI10A VP. Rozdzielenie zwigzkdéw otrzymano poprzez
zastosowanie gradientu 10% acetonitrylu zakwaszonego
kwasem fosforowym 1% w wodzie (faza A) i 55% acoto-
nitrylu w wodzie (faza B), przy przeptywie 1,0 ml x min’!
na kolumnie Luna 5 pm CI18 (2) 250 mm x 4,6 mm
(Phenomenex). Czas analizy wynosit 30 min. Sygnat z de-
tektora rejestrowano w zakresie dtugoscei fali 190-500 nm.

Zastosowano metode krzywej kalibracyjnej wykre-
$lanej na podstawie powierzchni pikéw substancji wzor-
cowych w programie CLASS VP 7.3. Wzorce zakupiono
w firmie ChromaDex. Sporzadzono metanolowe roztwory
podstawowe poszczegbdlnych substancji, postepujac zgod-
nie z instrukcjami producenta (ChromaDex Tech Tip 0003:

Reference Standard Recovery and Dilution). Roztwory
podstawowe wzorcdw sporzadzono poprzez przeniesienie
ilosciowe poszczegbélnych substancji z fiolek transpor-
towych do kolb miarowych o pojemnosci 10 = 0,025 ml
klasy A, rozpuszczenie w metanolu o czystosci gradien-
towej do HPLC i uzupehienie do kreski. Mase substancji
wzorcowych wyznaczono odejmujac od masy petnej fiolki
transportowej mas¢ fiolki pustej, dokladnie wysuszonej
w strumieniu azotu. Kazdy tak przygotowany roztwor pod-
stawowy odpipetowano do kolbek miarowych o pojemno-
$ci 10 £ 0,025 ml klasy A za pomocg automatycznych, jed-
nomiarowych pipet o pojemnosciach: 10, 50, 100, 200, 500
1 1000 pl i uzupetniono do kreski. Roztwory kalibracyjne
nastrzykiwano w ilosci 10,0 pl przy uzyciu automatycznego
podajnika prébek SIL-20A firmy Shimadzu i chromatogra-
fowano w opisanych wyzej warunkach. Stworzono tabele
czasOw retencji, a takze biblioteke elektronowych widm
absorpcyjnych poszczegdlnych zwigzkdéw w zakresie 190—
400 nm.

Wyniki zintegrowano przy nastepujacych dlugosciach
fali: 206 nm ((+)-katechina, (-)-epikatechina, (-)-galusan
epikatechiny, (-)-epigalokatechina, (-)-galusan epigaloka-
techiny), 254 nm (kwas elagowy), 280 nm (kwas galuso-
wy). Identyfikacje pikow przeprowadzono na podstawie
znanych czaséw retencji i widm standardéw badanych
zwigzkow. Zawarto$¢ ww. zwigzkoéw okreslono na podsta-
wie powierzchni pikéw i podano w mg na 100 g suchego
surowca.

Do okreslenia zawartosci eugenolu w organach pod-
ziemnych zastosowano technike mikroekstrakcji do fazy
statej (SPME). Przed rozpoczeciem badan zoptymalizowa-
no parametry mikroekstrakcji, ktore obejmowaty wybor:
— rodzaju witdkna (50/30 mm DVB/Carboxen ™/PDMS
StableFlex ™, 100 mm Polidimethylsiloxane Coating);

— optymalnego czasu ekstrakcji (20, 30, 40 minut);

— optymalnej temperatury ekstrakcji (30, 40, 50, 60°C);
— optymalnego stezenia NaCl w roztworze (5%, 10%,
20%, roztwor bez NaCl).

0,5 g powietrznie suchego surowca umieszczono w szkla-
nym naczynku o pojemnosci 15 ml i zalano 5 ml 5% wod-
nego roztworu NaCl. Do absorbc;ji lotnych zwigzkow uzyto
witokna  Carboxen-polydimethylsiloxane-divinylbenzene
(CAR-PDMS-DVB). Ekstrakcje prowadzono w temp.
60°C przez 30 min. Analiz¢ chromatograficzna przepro-
wadzono przy uzyciu chromatografu gazowego Hewlett
Packard 6890 Series GC z detektorem FID i kolumng
kapilarng Carbowax 20 M ($rednica 0,32 mm, dlugos¢
25 m, grubo$¢ filmu 0,3 um). Warunki rozdziatu byly na-
stepujace: temperatura detektora: 250°C, temperatura ko-
mory nastrzykowej: 220°C, gaz no$ny: hel — 2,3 ml/min,
temp. poczatkowa pieca — 60°C przez 2 min; przyrost
temp.: 4°C/min; temp. konicowa: 220°C przez 5 min.

Wszystkie przedstawione wyniki stanowig $rednia
z trzech powtdrzen. Analize statystyczng wynikow prze-
prowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy warian-



32

Polish Journal of Agronomy, No. 18, 2014

Tabela 2. Zawartos¢ [mg/100 g] zidentyfikowanych zwiazkéow fenolowych w organach podziemnych roslin pozyskanych ze stanowisk
Table 2. The content of identified phenolic compounds in underground organs of wild growing (N) and cultivated (U) plants [mg/100 g].

) o Populacje;
Zidentyfikowane zwigzki Gliniak Marianka Barczaca Mienia Minsk
fenolowe
Identified phenolic
compounds N U N U N U N U N U

Garbniki
Tannins
(+)-katechina 2978D 2558e 601,7C 501,4d 898,5A 779.8ab 8157B 822,1a 690,5C 6550c¢
(+)-catechin
(-)-epikatechina 3123D  298,7d 501,6B  467,0b 409.8C 4223bc S597,9A 5912a 4529C 3988c
(-)-epicatechin
(-)-epigalokatechina 880D 882d 101,3C 100,8c 1345B 1223b 1769A 167,6a 1390B 982c
(-)-epigallocatechin
(-)-galusan epikatechiny 390D  442d  2239A 2125a 198,6B 1679b 201,1B 197,6ab 143,7C 1353 ¢
(-)-epicatechin gallate
(-)-galusan epigalokatechiny o0 o« ¢ 04 gs2C  812d  2660B  2712b 3217A  3202a 2298B  217.0¢
(-)-epigallocatechin gallate
Kwasy polifenolowe
Polyphenolic acids
Szg’cwy 880C 815¢ 157,8A 1452a 1008B 988b 543D 552d 1009B 101,1b
E:iﬁi‘)‘”y 548D  551d  1542A 1423a 1397AB 1424a 1319B 1292b 1124C 1008 ¢

Jednakowymi literami (duzymi dla surowcoéw ze stanowisk naturalnych, matymi dla surowcow z uprawy) oznaczono w wierszach wartosci nie rozniace si¢
The values marked with the same letters (capital for raw materials from natural sites and small for raw materials from cultivation) don’t differ significantly at

cji w programie Statgraphics Plus wersja 4.1, z zastosowa-
niem testu Tukeya, przy poziomie istotno$ci a = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Organy podziemne kuklika pospolitego stanowig inte-
resujacy surowiec leczniczy ze wzgledu na wysoka zawar-
tos¢ zwigzkow fenolowych, w szczegdlnoscei (+)-katechiny
ijej pochodnych, a takze surowiec przyprawowy ze wzgle-
du na obecno$¢ w nim eugenolu (Czygan, Hiller, 2004;
Strzelecka, Kowalski, 2000; Hiller, Melzig, 1999).

W organach podziemnych populacji kuklika pospo-
litego bedacych obiektami badan w tej pracy zidentyfi-
kowano 5 zwiazkéw z grupy garbnikdéw katechinowych,
tj.: (+)-kateching, (-)-epikateching, (-)-epigalokatechineg,
(-)-galusan epikatechiny, (-)-galusan epigalokatechiny,
2 kwasy fenolowe, tj.: kwas elagowy i galusowy (rys. 1),
oraz eugenol, sktadnik olejku eterycznego, nalezacy takze
do fenoli (rys. 2).

Badane populacje roznity si¢ istotnie pod wzgledem za-
wartos$ci tych zwigzkdw (tab. 2). Kuklik pochodzacy ze sta-
nowiska naturalnego Barczaca charakteryzowat si¢ szcze-
golniewysokazawartoscia (+)-katechiny (898,47mg/100g).
Surowiec ze stanowiska Mienia zawieral natomiast naj-
wiecej (-)-epikatechiny (597,88 mg/100 g), (-)-epigaloka-
techiny (176,89 mg/100 g) i (-)-galusanu epigalokatechi-
ny (321,67 mg/100 g). Najwyzsza zawartoscia (-)-galu-
sanu epikatechiny (223,87 mg/100 g), kwasu elagowego
(157,80 mg/100 g) i kwasu galusowego (154,17 mg/100 g)
odznaczaly si¢ organy podziemne roélin ze stanowiska
Marianka. Uzyskane wyniki potwierdzaja wcze$niejsze
doniesienia Kuczerenko i in. (2010) na temat ro6znic che-
micznych pomigdzy dziko rosngcymi populacjami kukli-
ka pospolitego. O warto$ci przyprawowej klaczy kuklika
pospolitego w najwigkszym stopniu decyduje obecnos¢
w nich eugenolu (Czygan, Hiller, 2004). Badane popula-
cje kuklika ro6znity si¢ wyraznie zawartoscia tego zwigzku.
Najwiecej eugenolu stwierdzono w surowcu pochodzacym
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naturalnych (N) i z uprawy (U)
Populations Srednia
Laliny Seroczyn Izydory Kienkowka Kolodziaz Mean value
N U N U N U N U N U N U
201,6 E  201,0f 122,0F 123,5h  1833E 1699g 2789D 2544¢ 1472 F 134,0 h 4237 389,7
1723 F 169,8e 1183G 111,9fg 1472FG 1299f 2455D 2419d 1006 H 983 ¢ 305,8 293,0
509 E 484 ¢ 359F 342 f 434F 444 ¢ 55,5E Slide 409 F 412 86,6 79,6
40,7E 385e 39,3 E 354¢e 50,5D 48,8d 459 E 45,1d 31,1E 31,0e 101,4 95,6
432 E 41,0 f 559E 51,6 e 38,7E 382 f 29,6 F 279 f 50,9 D 494 ¢ 119,7 116,4
259E 21,3 f 259E 21,0 f 32,3E 309 e 289E 29,5¢ 21,7E 22,6 f 63,6 60,7
38,0E 38,1¢ 359E 32,1¢e 419E 41,1¢ 55,7E 51,0d 393E 409¢ 80,4 77,3
istotnie na poziomie o = 0,05 wg testu Tukeya
a = 0.05 according to Tukey’s test.
__ Detector 1-254 nm
2000 010k 2000
1750 1750
1500 1500
1250 1250
2 1000 1000 2
£ £
750
500
250
0
0 ‘ 2 ‘ 4 ‘ 6 ‘ 8 ‘ 10 ‘ 12 ‘ 14 ‘ 16 ‘ 18 ‘ 20 ‘ 22 ‘ 24 ‘ 26 ‘ 28 30

minuty; minutes

1 — kwas galusowy, gallic acid; 2 — (-)-epigalokatechina, (-)-epigallocatechin; 3 — (+)-katechina, (+)-catechin; 4 — kwas chlorogenowy, chlorogenic acid;
5 — (-)-epikatechina, (-)-epicatechin; 6 — kwas kawowy (kwas 3-4-dihydroksycynamonowy), caffeic acid (3-4-Dihydroxycinnamic acid);

7 — (-)-galusan epigalokatechiny, (-)-epigallocatechin galate FN37; 8 — (-)-galusan epikatechiny, (-)-epicatechin gallate FN35;
9 — kwas elagowy, ellagic acid; 10 — astragalina (3-O-glukozyd kemferolu), astragalin (Kaempferol-3-O-glucoside)

Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram ekstraktu z organéw podziemnych kuklika pospolitego
Figure 1. A model chromatogram of common avens underground organs extract.
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mg/100 g
=
o

Gliniak Marianka Barczaca Mienia Minsk

stanowisko naturalne
natural site

Laliny Seroczyn lzydory Kienkéwka  Kotodzigz Srednia
mean value

uprawa

o cultivation

Jednakowymi literami oznaczono wartosci nie roéznigce si¢ istotnie na poziomie a = 0,05 wg testu Tukeya
The values marked with the same letters don’t differ significantly at o = 0,05 according to Tukey’s test

Rys. 2. Zawartos$¢ eugenolu w organach podziemnych roslin ze stanowisk naturalnych i z uprawy [mg/100 g]
Fig. 2. The content of eugenol in underground organs of plants from natural sites and from cultivation [mg/100 g].

ze stanowiska Mienia (17,68 mg/100 g), a najmniej ze sta-
nowiska Gliniak (5,57 mg/100 g) (rys. 2).

Ze wzgledu na wymagania przemystu fitofarmaceu-
tycznego i spozywczego odnosnie jakosci 1 cen surowcow
zielarskich przeznaczonych do przetworstwa, dziko ro-
snace rosliny lecznicze coraz czgsciej wprowadzane sg do
uprawy mimo do$¢ powszechnej opinii 0 wyzszej jakosci
surowcow ,,dzikich”. Wyniki dotychczasowych badan do-
tyczacych porownywania jakosci surowcow pochodzacych
ze stanowisk naturalnych i z uprawy sa jednakze niejed-
noznaczne. Do§wiadczenia prowadzone na dziurawcu po-
spolitym (Hypericum perforatum L.) (Osinska, 2004) wy-
kazaty brak zaleznosci pomigdzy pochodzeniem surowca
a zawarto$cig hiperycyny i zwigzkow fenolowych. Badania
dotyczace kocanek piaskowych (Helichrysum arenarium
(L.) Moench.) (Sawilska, 2010; Sawilska, Mielcarek,
2009) wskazuja na wyzszg zawarto$¢ flawonoidow w ma-
teriale pochodzacym z uprawy oraz na wyzsza zawarto$¢
kwasow fenolowych w surowcu ze stanowisk naturalnych.

Kuklik pospolity dotychczas pozyskiwany byt wytacz-
nie ze stanowisk naturalnych. Wyniki badan przedstawione
w tej pracy wskazuja, ze zawarto$¢ oznaczonych zwigz-
kow fenolowych w surowcu pochodzacym ze stanowisk
naturalnych byla wyzsza niz z uprawy, ale tylko w nie-
znacznym stopniu. Wydaje si¢ jednak ze surowiec pocho-
dzacy z uprawy, znacznie tatwiejszy do standaryzacji, jest
bardziej atrakcyjny dla przemystu fitofarmaceutycznego
1 spozywczego.

WNIOSKI

1. Badane populacje kuklika pospolitego roznity sig
istotnie pod wzgledem zawarto$ci wszystkich badanych
zwiagzkow fenolowych.

2. Surowcem najbardziej zasobnym w zwiazki fenolo-
we byly organy podziemne roslin ze stanowiska Mienia.

3. Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w surowcach ze
stanowisk naturalnych byta nieco wigksza niz w surow-
cach pozyskanych z tych samych populacji kuklika prze-
niesionych do uprawy.
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INTRASPECIFIC VARIABILITY OF WILD GROWING
AND CULTIVATED COMMON AVENS (GEUM URBANUM L.)
IN RESPECT OF ACCUMULATION OF PHENOLIC COMPOUNDS

Summary

Ten populations of common avens (Geum urbanum L.) were com-
pared for the content of phenolic compounds (tannins, phenolic acids and
eugenol) in the underground organs of plants growing either at their natu-
ral sites or farm-cultivated. Five tannin compounds, namely: catechin, epi-
catechin, epigallocatechin, epicatechin gallate, epigallocatechin gallate,
2 phenolic acids, i.e.: ellagic and gallic acids were identified by using
HPLC and eugenol — by SPME-GC. The investigated populations differed
for the content of all detected phenolic compounds. The raw materials
originating from natural sites were characterized by slightly higher con-
tent of all identified substances in comparison to those from cultivation.
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