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Streszczenie

Czarnuszka siewna (Nigella sativa) to ro$lina wykorzystywana w medycynie ludowej od wie-
kéw ze wzgledu na swoje terapeutyczne wlasciwosci. Czarnuszka jest obiektem wielu badan
pod katem walki z nowotworami, gdyz ma bardzo duzy potencjal terapeutyczny w tym za-
kresie. Roélina ta posiada blisko spokrewnione gatunki z rodzaju Nigella, ktére moga oka-
zaé si¢ rdwnie bogatym zrdédlem skladnikéw terapeutycznych co sama N. sativa. W pracy
poréwnano gatunki N. sativa, N. damascene oraz N. orientalis pod wzgledem wtasciwosci
antyoksydacyjnych z uzyciem syntetycznego rodnika DPPH, a takze ogdlnej zawartosci
flawonoidow i zwigzkéw fenolowych. Ponadto ekstrakty z nasion N. sativa, N. damascena
i N. orientalis zbadano pod katem cytotoksycznosci wobec ludzkich komorek skéry — ke-
ratynocytow (HaCaT). W celu oceny stopnia zywotno$ci komorek po ekspozycji na rézne
stezenia ekstraktéw z badanych roélin wykonano test Alamar Blue. Najlepsze wlasciwosci
antyoksydacyjne wykazal 1% ekstrakt z nasion N. orientalis, natomiast biorac pod uwage
wszystkie stezenia wykorzystane do badania, najbardziej obiecujacymi wlasciwosciami ce-
chuje si¢ N. damascena, ktéra wykazalta réwniez najwyzsze wartosci w odniesieniu do ogol-
nej zawartosci flawonoidow oraz zwigzkéw fenolowych.

Summary

Black cumin (Nigella sativa) is a plant that has been used in folk medicine for centuries for
its therapeutic properties. The object of much research in terms of fighting cancer, sho-
wing very high therapeutic potential in this regard. Black cumin has been the subject of
much research in terms of fighting cancer, showing very high therapeutic potential in this
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regard. The plant has closely related species in the Nigella genus, which may prove to be as
rich a source of therapeutic ingredients as N. sativa. In this study, N. sativa, N. damascene
and N. orientalis species were compared in terms of antioxidant properties by DPPH, to-
tal flavonoid content and phenolic compounds. In addition, N. sativa, N. damascene and
N. orientalis seed extracts were tested for cytotoxicity against human keratinocyte skin cells
(HaCaT). An Alamar Blue assay was used to assess the degree of cell viability after exposure
to different concentrations of extracts from the tested plants. The significant antioxidant
properties were demonstrated by 1% N. orientalis seed extract, while considering all con-
centrations used for the test, the most promising properties were found in N. damascena,
which also showed the highest values for total flavonoids and phenolic compounds content.

Wstep

Czarnuszka siewna (Nigella sativa) to jednoroczna, zielna roélina, wystepujaca glow-
nie w cieplych krajach srodkowej Europy, takich jak Rumunia, Bulgaria i Cypr, oraz
w krajach Bliskiego Wschodu (Irak, Iran, Turcja) [1]. Osigga wysokos¢ od 20 do
30 cm. Kwiaty posiadajg 5-10 platkéw w kolorze zottym, bialym, rézowym, ja-
snoniebieskim lub jasnofioletowym [2]. Jej nasiona cechujg si¢ bogatg zawartosciag
sktadnikéw odzywczych [3]. Charakteryzujg si¢ czarnym kolorem, sg male, o tréj-
katnym ksztalcie i gruzelkowatej powierzchni [4], plaskie z jednej strony i wypukle
z drugiej [1]. Zawieraja witaminy, takie jak tokoferol i niacyna, zwigzki mineralne,
takie jak wapn, zelazo, potas i s6d, blonnik pokarmowy, aminokwasy, monosachary-
dy (glukoze, ksyloze i arabinoze), weglowodany, kwasy tluszczowe, szczegdlnie nie-
nasycone (kwas oleinowy i linolenowy), a takze olejek eteryczny, alkaloidy i saponi-
ny [5-7]. Wiekszo$¢ wlasciwosci czarnuszki siewnej przypisuje sie tymochininowi,
ktdry jest gtéownym skladnikiem olejku eterycznego [1]. Szeroko znany i stosowany
jest olej z nasion, ktéry pozyskuje sie metoda wytlaczania na zimno, gdyz wowczas
uzyskuje si¢ najwyzsza obecnos¢ fenoli, tokoferolu oraz tymochinonu w pordéw-
naniu do metod z uzyciem wyzszych temperatur [8]. N. sativa posiada wlasciwo-
$ci: antybakteryjne, przeciwzapalne, antyoksydacyjne, [9] przeciwnowotworowe,
[10, 11] hepatoprotekcyjne [12], moczopedne [13], regulacji ci$nienia krwi [14],
przeciwbolowe [15], przeciwalergiczne [16], a takze przeciwcukrzycowe [17]. Po-
nadto znajduje ona réwniez zastosowanie w przemysle kosmetycznym jako sktadnik
preparatéw do wlosow [18], dezodorantow [19], szampondw, kremoéw i mydta [20].
Czarnuszka damascenska (Nigella damascena), blisko spokrewniona z N. sativa,
jednoroczna, zielna roélina wystepuje w strefie euro-§rédziemnomorskiej, ro$nie
od Makaronezji po basen Morza Srédziemnego (z wykluczeniem Egiptu i Izraela)
az do Iranu. Potrafi osigga¢ wysokos¢ od 15 do 45 cm. Znalazta miejsce wsrdd ro-
slin ozdobnych ze wzgledu na szczytowe, samotnie wystepujace kwiaty sktadajace
sie z niebiesko-biatych ptatkéw otoczonych nitkowatymi lis§¢mi. W centrum znaj-
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duja si¢ wyprostowane preciki. Nasiona majg trdjkatny ksztalt i s3 pomarszczone.
Ponadto aromatyczny charakter nasion sprawia, Ze s3 one uzywane w kuchni jako
przyprawa, np. do sera badz chleba [21, 22]. Wykazuja one wlasciwosci przeciwwi-
rusowe (przeciw wirusowi HSV-1) [23], przeciwzapalne [24], przeciwnowotworo-
we, antyoksydacyjne [22] i obiecujacg wlasciwos$¢ przeciwpsychotyczng [25]. Po-
nadto wyizolowany z N. damascena -elemene dziala antybakteryjnie na bakterie
Mycobacterium tuberculosis [26].

Czarnuszka orientalna (Nigella orientalis), tak jak wyzej wymienione gatunki,
jest rosling jednoroczng, zielng, a takze ceniong ro$ling ozdobng. Platki kwiatéw
posiadaja rézne kolory, od zielonego, zoltego az po czerwony, ktdre tworza wyjat-
kowe wzory, np. plamki przypominajace oczy, rozproszone plamki czy paski [28].
Posiada wlasciwosci przeciwbolowe, przeciwzapalne [27] i antyoksydacyjne [29].

Celem niniejszej pracy byto pordwnanie ekstraktéw roslinnych pozyskanych
z gatunku Nigella (Nigella sativa, Nigella damascena i Nigella orientalis) pod katem
wlasciwosci cytotoksycznych, zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikéw oraz ogdl-
nej zawartos$ci flawonoidéw i zwigzkéw flawonowych.

Materiat i metody badan

Metoda pozyskania ekstraktow

Nasiona czarnuszki siewnej (Zidtko, Lopiennik Gorny, Polska) zostalty kupio-
ne w sklepie zielarskim, natomiast nasiona czarnuszki damascenskiej (Vilmorin,
Plewiska, Polska) oraz czarnuszki orientalnej (Polan, Krakéw, Polska) kupiono
w sklepie ogrodniczym. W celu uzyskania ekstraktéw wykorzystano 5 g uprzed-
nio rozgniecionego w mozdzierzu surowca. Nastepnie dodano 95 ml ekstrahenta
sktadajacego si¢ z wody i etanolu (96% v/v, Warchem, Zakret, Polska) w propor-
cjach 50/50. Ekstrakcje przeprowadzano przez 3 godziny z wykorzystaniem mie-
szadla magnetycznego. Otrzymane ekstrakty zostaly dodatkowo poddane dziataniu
ultradzwiekow w lazni ultradzwigkowej w temperaturze pokojowej przez 45 min
(czestotliwos¢ ultradzwiekow: 35 kHz; moc ultradzwiekow: 170 W). Ekstrakty
przefiltrowano trzykrotnie przez bibule filtracyjng Whatmana nr 10. Finalnie kazdy
ekstrakt rozcienczono 2-, 5-, 10-, 50- i 100-krotnie, uzyskujac probki w stezeniach
2,5%, 1%, 0,5%, 0,1% oraz 0,05%.

Oznaczenie ogdlnej zawartosci zwigzkow fenolowych metoda
spektrofotometryczna z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteu
Oznaczenie wykonano za pomoca metody Folina-Ciocalteu (F-C) przy uzyciu
spektofotometru UV-Vis. Metoda ta oparta jest na reakcji barwnej, ktéra wyste-
puje pomiedzy zwigzkami fenolowymi a oddczynnikiem F-C (Warchem, Zakret,
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Polska). Tworzacy si¢ w $rodowisku alkalicznym anion fenolowy redukuje po-
wstaly heteropolifosfowolfranian molibdenu do zwigzku o kolorze niebieskim,
owa zmiane barwy zmierzono spektofotometrycznie przy dlugosci fali 740 nm.
Jako $lepej proby uzyto roztworu wodnego.
Do sporzadzenia krzywej wzorcowej wykorzystano roztwor wodny oraz szereg
rozcienczen kwasu galusowego.

Do obliczen postuzylo réwnanie otrzymane dla krzywej wzorcowej. W kazdej
probie dla kazdego rozcienczenia pomiar wykonano dwukrotnie.

Oznaczenie og6lnej zawartosci flawonoidow

Oznaczenie wykonano za pomocg metody Christa-Miillera (C-M), przy uzyciu
spektofotometru UV-Vis. Ogé6lng warto$¢ flawonoidéw okreslono przy uzyciu azo-
tanu glinu zgodnie z procedura Woisky and Salatino [30]. Przygotowanie probek
do badan polegalo na zmieszaniu 300 pl kazdego z ekstraktow i 1200 pl miesza-
niny reakcyjnej (80% C,H,OH, 10% AI(NO,), x 9 H,O oraz 1M C,H,KO,) (War-
chem, Zakret, Polska). Nastepnie prébki zostaly poddane 40-minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej. Absorbancje mierzono przy dlugosci fali rownej 415
nm. Catkowitg zawarto$¢ flawonoidéw w probkach obliczono na podstawie krzy-
wej wzorcowej roztworu kwercytyny (10-100 mg/dm’). Wyniki wyrazono jako
ekwiwalent kwercetyny. Do obliczenl postuzylo réwnanie otrzymane dla krzywej
wzorcowej, gdzie wspdlczynnik determinacji wynosil 0,9981. W kazdej probie dla
kazdego rozcieniczenia pomiar wykonano dwukrotnie.

Réwnanie: y = 0,01x - 0,0109

gdzie:
y — absorbancja probki,
x — stezenie kwercetyny.

Ocena zdolnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metody redukcji

rodnika DPPH

Do oceny zdolnosci zmiatania wolnych rodnikdw przez ekstrakty wykorzystano
zmodyfikowang metod¢ Branda-Williamsa [31]. Przygotowanie prébek polegalo
na zmieszaniu 100 pl ekstraktu o stezeniach 0,1%, 0,5%, 1 % i 2,5%, a nast¢pnie do-
dano 100 ul 4mM roztworu DPPH (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA). Absor-
bancje¢ badanych préobek mierzono przy dlugosci fali 540 nm, za pomocg czytnika
mikroplytek Filtr Max 5 (ThermoScientific). Probe kontrolng w badaniu stanowilo
100 pl DPPH z 100 pl wody destylowanej. Dla kazdej z probek pomiar zostat do-
konany dwukrotnie.
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Do obliczenia odsetka zmiatania wolnego rodnika DPPH postuzylo réwnanie:

Ak — Ab

% zmiatania DPPH = ik

x 100

gdzie:
Ak - absorbancja prébki kontrolnej,
Ab - absorbancja probki badane;.

Test cytotoksycznosci. Procedura prowadzenia hodowli komarkowej
W badaniu majacym na celu ocen¢ cytotoksycznosci badanych ekstraktow wy-
korzystano ludzkie keratynocyty (HaCaT) pozyskane z ATCC (American Type
Culture Collection; Manassas, VA, 20108, USA). Komorki hodowano w medium
hodowlanym DMEM suplementowanym L-glutaming, 5% surowicg bydleca (FBS)
oraz antybiotykami (100 pg/ml penicyliny i 1000 pg/ml streptomycyny, Gibco).
Prowadzenie hodowli odbywato si¢ w inkubatorze w temp. 37° i 5% stezeniu CO,,.
Badanie cytotoksycznosci polegalo na wysianiu komoérek na plytke 96-dotkows
o stezeniu 10 000 komdrek/dotek. Po czym komérki poddano ekspozycji na badane
ekstrakty z czarnuszki siewnej, czarnuszki damascenskiej i czarnuszki orientalnej
w stezeniach 0,5%, 0,1%, 0,05%.

Test Alamar Blue

Przeprowadzony test cytotoksycznos$ci Alamar Blue (AB) pozwolil na ocene zywot-
nosci komorek w odpowiedzi na badane ekstrakty i ich stezenia. Test ten umozli-
wia okreslenie poziomu aktywnosci enzymow zwigzanych z procesem oddychania
w badanych komédrkach. W pierwszej kolejnosci komérki HaCaT wysiano na plyt-
ke 96-dotkows. Po osiggnieciu odpowiedniej konfluencji komoérki poddano eks-
pozycji na badane ekstrakty, a nastepnie inkubowano przez 24 godz. Na kolejnym
etapie do kazdego dotka dodano roztwdr resazuryny o stezeniu 60 pM i ponownie
inkubowano przez 2 godz. w temp. 37°C w ciemnosci. Po tym czasie dokonano
pomiaru fluorescencji przy uzyciu czytnika mikroptytek (FilterMax F5, Molecular
Devices, Silicon Valley, CA, USA) przy dlugosci fali 570 nm. Dla kazdej z roslin
w kazdym z trzech jej stezent wykonano cztery osobne préby. Wynik przedstawiony
zostal jako procent zywotnosci komdrek HaCaT w poréwnaniu do kontroli, okre-
slonej jako 100% (komorek nietraktowanych ekstraktami).

Wyniki i dyskusja
Bogatym zrédtem zwigzkéw polifenolowych, w tym flawonoiddw, sa ekstrakty ro-
Slinne, ktore posiadajg silne wtasciwosci antyoksydacyjne [32]. Dzigki temu znajdu-
ja zastosowanie w przemysle kosmetycznym, spozywczym oraz farmaceutycznym
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i sg uzywane jako suplementy diety [33]. Roéliny i ich przetwory (ekstrakty, oleje,
olejki eteryczne) sg podstawowym skladnikiem kosmetykéw od czaséw pojawienia
sie ludzkosci, przy czym same uzywane byly réwniez jako kosmetyki [34]. Obec-
nie w kosmetykach najczesciej stosowane sg antyoksydanty syntetyczne ze wzgledu
na stosunkowo niskie koszty ich otrzymywania. Jednak coraz czesciej stosowane
sg antyoksydanty naturalne, z ktérych najpowszechniejszg grupe stanowig polife-
nole (flawonoidy, stylbeny), poniewaz dobrze rozpuszczaja si¢ w wodzie i etanolu.
Rozpuszczalniki te sg szeroko stosowane w sektorach przemystowych. Producen-
ci, mogac wybra¢ migdzy tymi dwoma rodzajami antyoksydantéw, coraz che¢tniej
sklaniajg sie ku antyoksydantom naturalnym, poniewaz w ostatnich latach stale ro-
$nie upodobanie konsumentow do organicznych i naturalnych produktéw, ktére
potencjalnie wykazuja mniej negatywnych efektéw niz produkty syntetyczne [32].
Naturalne antyoksydanty maja zdolno$¢ do redukowania stresu antyoksydacyjnego
w skdrze, spowodowanego przede wszystkim promieniowaniem stonecznym, ale
takze chronig produkty przed utlenianiem [35]. Jednakze zwigzki obecne w rosli-
nach moga wykazywac dzialanie cytotoksyczne na komoérki ludzkie [36].

Ocena wtasciwosci antyoksydacyjnych

Do oceny zdolno$ci zmiatania wolnych rodnikéw przez badane prébki wyko-
rzystano metode DPPH. Metanolowy roztwdér DPPH cechuje si¢ ciemnofioleto-
wym zabarwieniem. Jesli badany zwigzek posiada wlasciwosci antyoksydacyjne
i zostanie poddany reakcji z roztworem DPPH, jego barwa zmienia si¢ na z6lta,
przy czym stopien zmiany barwy jest proporcjonalny do zawartosci antyok-
sydantow w badanych prébkach. Otrzymane wyniki sg zgodne z uzyskanymi
przez innych badaczy [2, 22, 29], ktérzy réwniez zaobserwowali wlasciwosci
antyoksydacyjne czarnuszki siewnej, czarnuszki damascenskiej i czarnuszki
orientalnej. Wyniki uzyskane w tym doswiadczeniu pokazuja, ze najwicksze wta-
$ciwoéci antyoksydacyjne wykazuje 1% ekstrakt z nasion N. orientalis, niemniej
jednak ten sam ekstrakt w stezeniu 0,1% osiggnal warto$¢ najmniejszg ze wszyst-
kich badanych probek. Dla wszystkich analizowanych ekstraktow wartosci w ste-
zeniach 0,5% oraz 1% s3 bardzo zblizone. Natomiast znaczace réznice obserwuje
sie w przypadku stezen 0,1% oraz 2,5%, przy czym dla 0,1% st¢zenia najbardziej
obiecujace wlasciwosci posiada N. damascena, a dla st¢zenia 2,5% N. orientalis.
Wyniki (Wykres 1) przedstawiaja % zmiatania wolnych rodnikéw obliczony po
20 min. Do doswiadczenia uzyto czytnika mikroptytek Filtr Max 5 (ThermoScien-
tific). Badania przeprowadzone w celu poréwnania przy uzyciu metody DPPH
wlasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktow z nasion N. damascena oraz N. sativa
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réwniez wykazaly wiekszy potencjal zmiatania wolnych rodnikéw przez ekstrakt
otrzymany z N. damascena [37].

N. sativa N. damascena N. orientalis
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Wykres 1. Zdolnos¢ zmiatania wolnych rodnikéw DPPH.
Figure 1. Free radical scavenging capacity of DPPH.

Zroédlo: badania wlasne.
Source: own research.

Oznaczenie ogolnej zawartosci zwiazkow fenolowych

Do oznaczenia wykorzystano metode¢ z odczynnikiem Folina-Ciocalteu. Wyni-
ki zostaly wyrazone w miligramach kwasu galusowego na dm’ ekstraktu. Zaob-
serwowano, ze najwiecej zwigzkéw fenolowych ogdtem znajduje sie w ekstrakcie
N. damascena (Wykres 2).

Taka prawidtowo$¢ zostala stwierdzona roéwniez w innych doswiadczeniach pro-
wadzonych w celu poréwnania gatunkéw N. sativa oraz N. damascena [37], a takze
w przypadku poréwnania ekstraktu z nadziemnych czesci roslin N. sativa, N. dama-
scena, N. orientalis oraz N. hispanica. N. hispanica wykazala najwiecksza zawartos¢
zwigzkow fenolowych, natomiast biorgc pod uwage tylko badane w niniejszej pra-
cy gatunki, analogicznie do otrzymanych wynikéw (wykres 2) nalezy stwierdzi¢, iz
N. damascena zawiera najwiecej zwigzkdw fenolowych sposréd gatunkéw N. sativa
oraz N. orientalis [29].
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Zrédlo: badania wlasne.
Source: own research.

Oznaczenie og6lnej zawartosci flawonoidow

Zawarto$¢ flawonoidéw oznaczono za pomoca metody Christa-Miillera (C-M),
a wartosci zostaly wyrazone w miligramach kwercetyny na 1 dm’ ekstraktu. Stwier-
dzono, ze najwiekszg ilos¢ flawonoidéw, biorgc pod uwage kazde badane st¢zenie
ekstraktu (0,1%; 0,5%; 1%; 2,5%), posiada gatunek N. damascena. Podobng zalez-
no$¢ mozemy zaobserwowac w literaturze, ktéra pokazuje przewage N. damascena
nad N. sativa pod wzgledem zawarto$ci flawonoidéw [37]. Ponadto analiza wykaza-
la, ze ekstrakt z nasion N. orientalis w st¢zeniach 0,1%; 0,5% i 1% réwniez wykazuje
wiekszg zawartos$¢ flawonoidow niz gatunek N. sativa.
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Wykres 3. Zawartos¢ flawonoidow.
Figure 3. Flavonoid content.

Zrodlo: badania wlasne.

Source: own research.

Ocena cytotoksycznosci

Do oceny cytotoksycznosci wykorzystano lini¢ komoérkowg ludzka keratynocy-
tow (HaCaT) i poddano je ekspozycji na badane ekstrakty. W doswiadczeniu po-
stuzono si¢ testem Alamar Blue, w ktérym resazuryna o barwie niebieskiej jest
redukowana do rezorufiny o barwie rézowej. Taka zmiana barwy zachodzi dzigki
aktywnosci metabolicznej komorek, ktorg jest oddychanie tlenowe, dzieki czemu
wykorzystuje si¢ ja jako wskaznik Zywotnosci komoérek [38]. Uzyskane wyniki
(Wykres 4) pokazuja, iz 0,05% stezenie kazdego z badanych gatunkow nie wy-
kazuje dzialania cytotoksycznego na komdrki. Ekstrakty z nasion N. damasce-
na w stezeniach 0,5% i 0,1% zadzialaly toksycznie na komoérki i doprowadzily
do $mierci czedci z nich. Natomiast ekstrakt 0,5% oraz 0,1% z nasion gatunku
N. sativa nie wykazal dzialania toksycznego na komoérki HaCaT, tak samo jak
0,1% ekstrakt z nasion N. orientalis. Jak donosi literatura, etanolowy (95%) eks-
trakt z nasion N. sativa wykazuje efekt antyproliferacyjny na ludzkie komorki
(HaCaT) [39]. Ponadto inne badania mdéwig o nietoksycznym efekcie ekstraktéw
z nadziemnych czeséci N. damascena [22]. Jednakze w literaturze nie ma donie-
sien dotyczacych wplywu ekstraktdw z nasion gatunkéw N. damascena i N. orien-
talis na lini¢ komoérkowg keratynocytéw.
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Source: own research.

Podsumowanie

Na podstawie analizy wynikéw z przeprowadzonych badan oraz przytoczonej lite-
ratury wyciagnieto nastepujace wnioski:

Najwieksza zawartos¢ zwigzkéw fenolowych posiada ekstrakt z nasion N. dama-
scena, a najmniejszg N. sativa. Najwickszg zawarto$¢ flawonoidow posiada ekstrakt
z nasion N. damascena, a najmniejsza ekstrakt N. orientalis. Najlepsza zdolno$¢
do zmiatania wolnych rodnikéw przy ekstraktach powyzej 1% wykazuje N. orien-
talis, natomiast przy ekstraktach ponizej 1% najlepsza — N. damascena. Ekstrakty
w stezeniu 0,05% nie wykazuja cytotoksyczno$ci komorkowej. Natomiast ekstrakty
z nasion N. damascena w stezeniach 0,1% i 0,5% oraz N. orietnalis w stezeniu 0,5%
doprowadzity do $mierci czesci z komorek (HaCaT). Najbardziej toksyczne okaza-
ly si¢ nasiona N. damascena, podczas gdy nasiona N. sativa w zadnym z badanych
stezen nie doprowadzily do $mierci komoérek. W przypadku formulowania kosme-
tykow, w ktorych stosowane sa ekstrakty z nasion N. damascena oraz N. orientalis,
nalezy zwréci¢ uwage na stosowane stezenie, aby nie wywola¢ negatywnego wply-
wu na komorki skory.
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