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I. Preparat ,,Padma Basic”

1. Sktad preparatu

Mieszanka zi6t (gldwnie tybetanskich): korzen costusa (Costi amari rad.), mech islandzki
(Lichen islandicus), owoc miodli indyjskiej (Meliae toosendan fruct.), owoc kardamonu
(Cardamoni fruct.), owoc migdalecznika (Myrobalani fruct.), czerwone drewno sandatowe
(Santali rubr. lign.), owoc korzennika (Amomi fruct.), owoc aegle sepia (Aegle sepiar fruct.),
ziele orlika (Aquilegiae vulgaris herba), korzen lukrecji (Liquiritiae rad.), ziele babki
(Plantaginis lanc. herba), ziele rdestu (Polygoni avicularis herba), ziele pigciornika
(Potentillae aureae herba), kwiat gozdzika (Caryophylli flos.), kltacze hedychii (Hedychii spic.
rhiz.), ziele sida cordifolia (Sidae cordifoliae herba), korzen waleriany (Valerianae rad.), li$¢
safaty (Lactucae sativae fol.), kwiat nagietka (Calendulae flos.), kamfora naturalna
(Camphora naturalis) i siarczan wapnia.

2. Substancje czynne
To glownie zwiazki nalezace do grupy flawonoidow, tanin oraz terpendw i saponin ',

Owoc myrobalani (Terminalia cebula) jest uzywany w medycynie ludowej do utrzymania
homeostazy organizmu, ma hydrolizujace taniny o dzialaniu antyoksydacyjnym, a ekstrakt
silnie wymiata rodniki DPPH”. Owoce Aegle (zlote jablka) maja duzo umbelliferonu
(naturalnego antyoksydantu z grupy kumaryn). Owoce Amomi maja olejek bogaty w
kamforg. Pomaranczowy kwiat nagietka to znane zrédlo glikozydow flawonoidowych i
karotenoidéw. Ziele babki to surowiec zawierajacy flawonoidy, irydoidy i ponad 6%
garbnikéw. Korzen costusa (Saussurea lappa) ma glikozydy flawonoidowe o dzialaniu
przeciwgrzybicznym. Korzen waleriany — jeden z najczg$ciej stosowanych surowcow o
dziataniu uspokajajacym. Korzen lukrecji ma duzo saponin triterpenowych ze stodkim
kwasem glicyryzynowym i flawonoidy, kiedy$ byt to charakterystyczny sktadnik cukierkow.
Oproécz lukrecji, takze kardamon 1 gozdziki to popularne przyprawy, o korzystnym dziataniu
na system trawienny.



3. Znane dziatania terapeutyczne

Dostgpne w literaturze naukowej informacje dotycza w wigkszosci preparatu ,,Padma 287,
zawierajacego, w odroznieniu od preparatu ,,Padma Basic”, rdwniez korzen tojadu mocnego
(Aconitum napellus L.). Padma 28 byla stosowana w Europie od lat 60-tych XX wieku jako
srodek wspomagajacy leczenie zaburzen krazenia, w tym zarostowej choroby tetnic
obwodowych i1 zwiazanego z nia chromania przestankowego (wyrazne zlagodzenie objawow
w tagodnym i érednio zaawansowanym przebiegu choroby)™ * oraz miazdzycy °.

Inne stwierdzone kierunki dzialania preparatu ziolowego Padma to wspomaganie leczenia w
przypadku takich chordb, jak: stwardnienie rozsiane®, przewlekle zapalenie watroby’ °,
marsko$¢ watroby’, reumatyczne zapalenie stawow'’ czy powtarzajace si¢ infekcje drog
oddechowych u dzieci ' > | a zatem w chorobach o podlozu zapalnym, a do tego
nawracajacych lub o przebiegu przewlektym.

W badaniach in vitro wykazano, ze preparat Padma 28 zmniejsza rozmiar cytolizy
zachodzacej pod wptywem rodnikow, lizyn i proteaz, dziata hamujaco na utlenianie lipidow'",
chroni DNA przed uszkodzeniami wynikajacymi ze stresu oksydacyjnego'.

II. Przeprowadzone badania

1. Otrzymanie ekstraktu

Wszystkie testy wykonano dla ekstraktu otrzymanego zgodnie z ponizsza procedura:

Zawarto$¢ dwoch kapsutek (1000mg) zalano 100 ml wody destylowanej w kolbie
szklanej, przykryto kolbe folia aluminiowa i1 zostawiono na 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie przeniesiono kolbg (zakryta w dalszym ciagu folia) do tazni
glicerynowej (100 °C) na 15 minut. Po przestygnigciu roztwdr przesaczono i do badan
stosowano przesacz w porcjach rozmrazanych jednorazowo. Przyjgto, Ze stgzenie ekstraktu
wynosi: 1000 pg preparatu Padma Basic w 100 pl.

2. Test na zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH metoda elektr onowego
rezonansu paramagnetycznego EPR

2.1. Opis stosowanej metody badania zdolno$ci zmiatania rodnikow.

Rodnik 1, 1 - difenylo-2-pikrylohydrazylowy DPPH od wielu lat wykorzystywany jest
w technice EPR, glownie jako wzorzec zewngtrzny do wyznaczania wspdlczynnika
rozszczepienia spektroskopowego badanego rodnika oraz do cechowania skali intensywnosci.
DPPH w roztworze; jest odporny na dzialanie powietrza, $wiatla i podwyzszonej temperatury
oraz jest trwaly w wielu rozpuszczalnikach (m.in. w wodzie, etanolu, acetonie, benzenie).



Do badania wlasciwosci antyutleniajacych po raz pierwszy zastosowali rodnik DPPH
naukowcy japonscy: T. Hatano, R. Edamatsu'®. Okre$lali oni zdolno$¢ zmiatania DPPH m.in.
przez taniny hydrolizujace (zwiazki glukozy i kwasu galusowego) i taniny skondensowane
(katechiny) wystgpujace np. w zielonej herbacie. Rodnik DPPH okazat si¢ bardzo dobrym
testerem wiasciwos$ci antyutleniajacych, zwlaszcza polifenoli. W przypadku wystgpowania w
probce innego typu zwiazkow test DPPH moze dawaé zanizona warto$¢ pojemnos$ci
antyoksydacyjnej, shuzac jednak jako szybka wstgpna metoda okreslenia istnienia dziatania
przeciwrodnikowego. DPPH w wyniku reakcji ze zwiazkami zawierajacymi wiazania C-H,
N-H, O-H, S-H wystgpuje jako akceptor wodoru i przeksztalca si¢ w
difenylopikrylohydrazyn¢ (Rys.1). Do tej pory ukazalo si¢ bardzo wiele prac

N—N > .
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1,1- Difenylo - 2 - pikrylohydrazyl Hydrazyna
wykorzystujacych ten rodnik.

2.2. Wykonanie pomiaréw

Technika pomiaru EPR

W elektronowym rezonansie paramagnetycznym widmo standardowo uzyskuje sig
przez przemiatanie zmienna indukcja pola magnetycznego przy stalej czgstosci
promieniowania mikrofalowego. W spektrometrze EPR na Wydziale Farmacji AM stosuje si¢
promieniowanie o czgstosci 9.3 GHz (pasmo X).

Charakterystyka pomiaru:

Pomiarv wvkonano na spektrometrze Miniscope MS200 firmy Magnettech.
Parame Rys.1 u:

B Cczas poinnw. 208

B B)=333,34mT

B AB=7,5mT

B temp. pokojowa: 19°C

Preparatyka:
roztwor DPPH (Aldrich Chemie) w acetonie 0,566 mg/ml

B do wyznaczenia wspdlczynnika RPF przygotowano roztwory acetonowe badanego
preparatu. Do 100 pl roztworu dodano 200 pl roztworu DPPH. Probki szczelnie
zamknigto 1 pozostawiono na 60 min. Nastgpnie wykonano pomiary EPR. Pomiary
powtorzono 3-krotnie dla kazdej z badanych probek.



2.3. Wyniki

Obliczono warto$ci wspdlczynnika RPF (Radical Protection Factor) w przeliczeniu na 1 gram
probki wg publikacji'’ i wyznaczono warto$¢ $rednia. Wspotezynnik RPF okresla, jaka ilo§é
rodnika testowego (w tym przypadku DPPH) przereagowata z 1 gramem preparatu. Wigksza
warto$¢ RPF oznacza wigksza zdolno$¢ zmiatania rodnika.

Preparat ,,Padma Basic”: RPF 1,4:10%

Pojemnos¢ antyoksydacyjna: 0,23 mmol DPPPH/1 g preparatu.

W przeliczeniu na 1 kapsutke preparatu (500 mg) odpowiada to 0,185 mmol
DPPH, co odpowiada 0,48 pojemnosci antyoksydacyjnej dziennej dawki
witaminy C (75 mg) zmierzonej testem DPPH.
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Poréwnanie pojemnosci antyoksydacyjnej preapratu Padma Basic i witaminy C — wyniki testu DPPH

3. Test na zdolno$¢ zmiatania rodnika ROO* metoda ORAC-FL

3.1. Opis stosowanej metody badania zdolno$ci zmiatania rodnikow.

W metodzie ORAC-FL mierzony jest zanik fluorescencji fluoresceiny w wyniku reakcji z
rodnikami generowanymi w wyniku rozkladu termicznego azoinicjatora AAPH (2,2'-
azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride). Obecno$¢ antyoksydantu chroni fluoresceing
przed utlenianiem, opodzniajac tym samym zanik fluorescencji'®. Zaleta metody jest
uwzglednienie zar6wno stopnia, jak i1 czasu inhibicji utleniania substancji modelowe;j
(fluoresceina) przez rodniki, a takze wykorzystanie rodnikoéw nadtlenkowych, jakie wystepuja
w organizmach zywych.

Intensywnos$¢ fluorescencji jest rejestrowana w funkcji czasu w obecnosci antyoksydantu i
bez jego dodania, a rdznica pola powierzchni pod oboma krzywymi jest miara pojemnosci
antyoksydacyjnej probki. Wartosci ORAC wyraza si¢ w odniesieniu do standardu, jakim jest
Trolox (rozpuszczalny w wodzie analog witaminy E) — okre§lane sa one na podstawie
krzywej wzorcowej, sporzadzonej dla roznych stgzen Troloxu, i wyrazone w ekwiwalentach



(rownowaznikach) Troloxu (TE), zwykle w mikromolach Troloxu na gram suchej masy lub
litr w przypadku prébek ciektych. Obecnie zgromadzono dane dla wielu rodzajow produktow
zywno$ciowych (owoce, warzywa, ziola, przyprawy i inne)' >’

3.2. Wykonanie pomiarow

Charakterystyka pomiaru

Pomiary wykonano na spektrometrze luminescencyjno-fluorescencyjnym Perkin-Elmer LS
55, parametry pomiaru:

Dtugos¢ fali promieniowania wzbudzajacego: 485 nm

Dtugo$¢ fali mierzonego promieniowania emitowanego: 520 nm

Catkowity czas pomiaru: 90 minut

Odstep miedzy pojedynczymi pomiarami: 1 minuta

Temperatura pomiaru: 37°C

Preparatyka:
Przygotowano $wieze roztwory fluoresceiny (80 nM) i AAPH (40 nM) w buforze PBS o pH

7,4. Do kuwety do pomiaréw fluorescencyjnych pobrano 1800 pl roztworu fluoresceiny 1 300
ul buforu (do pomiaru krzywej odniesienia, bez dodatku antyoksydantu) lub nadsaczu
preparatu Padma Basic rozcienczonego buforem PBS 250-krotnie. Po 10 minutach
termostatowania w temperaturze 37 °C dodano 900 pl roztworu AAPH i rozpoczgto pomiary
fluorescencji.

Pomiar powtorzono czterokrotnie.

3.3. Wyniki

Pole powierzchni pod krzywa zaniku fluorescencji zostalo obliczone z wykorzystaniem
programu MS Excel. Réznica migdzy polem pod krzywa zarejestrowana w obecnosci
badanego preparatu i krzywej odniesienia zostata porownana do odpowiednich pomiaréw dla
substancji wzorcowych.

Preparat ,,Padma Basic”: warto§¢ ORAC-FL: 1650 TE (umol/g).
W przeliczeniu na 1 kapsutke preparatu (500 mg) odpowiada to 825 TE, co
odpowiada 4,8 wartosci ORAC - FL dziennej dawki witaminy C (75 mg).
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Poroéwnanie pojemnosci antyoksydacyjnej preapratu Padma Basic i witaminy C — wyniki testu ORAC-FL

4. Podsumowanie

PADMA zawiera antyoksydanty likwidujace trwaly, syntetyczny rodnik DPPH oraz krotko
zyjace rodniki nadtlenkowe powstajace w organizmie. Mozliwosci likwidacji (pojemno$¢
antyoksydacyjna) rodnika DPPH przez 1 kapsutk¢ PADMY odpowiadaja efektowi prawie 1/2
dziennej dawki witaminy C. Bardziej skuteczne okazaly si¢ antyoksydanty PADMY wobec
rodnika nadtlenkowego Jedna kapsutka preparatu likwiduje tyle rodnikow co 360 mg
witaminy C, czyli prawie 5 dziennych dawek.

W 1994 r., w dyskusji panelowej na II konferencji ,,Phytotherapy, antioxidants and food” w
Lucernie zwrocono uwagg, ze mniejsza liczba zawaldw serca u wegetarian moze miec
zwiazek nie tyle z matym spozyciem thiszczow zwierzgcych, ale z dobroczynnym wptywem
fitochemikaliéw. Jest logiczne, ze na kaskad¢ wolnych rodnikow powstajacych w organizmie
w wyniku przemian metabolicznych trzeba odpowiedzie¢ kaskada antyoksydantow. Zwiazki
te musza by¢ dostarczane z ros$linnym pozywieniem. Wszystkie cywilizacje miaty typowe
jadalne ros$liny, owoce 1 ziola, ktére zapewnialy ich odpowiednia porcj¢ w codziennie
spozywanych daniach. Cennym zZrédlem antyoksydantow (flawonoidow, tanin)
uzupehiajacym ich pulge w diecie moze by¢ PADMA, mieszanka zi6t i owocoéw z Dalekiego
Wschodu.
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