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1. Wplyw sposobu odywiania na zapobieganie chorobom cywilizacyjnym

Wraz ze wzrostem liczby ludéa naswiecie zweksza s¢ rowniez zapotrzebowanie
na produkty spioywcze. Specjadci z zakresuzywnaosci i zywienia dokladaj wszelkich
stara, by polepszy wydajnag¢ upraw rg@lin jadalnych i przez to teuzysk& wicksz ilosé
artykutow spaywczych. Niestety wzrost zapotrzebowania na progliayvnosciowe i rozwoj
przemystu spoywczego nie przektadacsha popraw jakasci wytwarzanepywnaosci.

Problemem spotecznym zaréwno w Polsce, jak $wiacie, staty si choroby ukiadu
krazenia oraz nowotworowe. Ich wygtbwanie zwizane jest z nieodpowiednim stylem
zycia, a w szczegolsoi z nieprawidtowym sposobem sgviania. Wzrasta liczba oséb
borykapcych st z otytcscig czy nadwag — dolegliwgciami, ktére mog prowadzé m.in. do
wystepowania chorob sercowo-naczyniowych. Ponadto seasiyjze czynnikizywieniowe
sa przyczyr okoto 30 % przypadkow nowotwordw [1].

W swietle powy:szych informacji bardzo istotne staje przestrzeganie odpowiednio
zbilansowanej diety dostarczaegj organizmowi niezginych skladnikéw, zaréwno
odzywczych, jak i nieodywczych, zapewniggych jego prawidtowe funkcjonowanie. Naye
jednak podkrédi¢, ze obecnie odchodzi giod podawania diych dawek witamin oraz
suplementéw diety wzbogaconych w celowo dodawarmakbywne fitozwizki. Wyniki
bada przeprowadzonych w ostatnich latach nie potwidydkorzysci ptynacych z takiego
postpowania. Rownig konsumenci wydajsi¢ tracic zainteresowanieywnoscia o dziataniu
leczniczym (angmedicalized foods Zatem, wiaciwa dieta, bogata w owoce i warzywa,
mogtaby wptyna¢ na zmniejszenie niebezpieéseva wysipienia wielu chorob, ale tak
przyczynt sie do zmniejszenia liczby zgonow [2].

Na to,ze wiaciwe zaprojektowanie diety me by bardzo skutecznym sposobem
ograniczenia zageen zdrowotnych wskazuje spadaa zachorowalni@ na choroby ukfadu
kragzenia obserwowana w krajach rozwgtyich. W wyniku rdwnoczesnego wprowadzenia
odpowiedniej profilaktyki oraz szczegétowych rekordacji zywieniowych uzyskano
wymierny spadek zagtenia. Przyktadem magoy¢ wyniki bada, ktorymi obgto mezczyzn
i kobiety ponkej 85 rokuzycia. W 1975 roku amerykacy naukowcy odnotowali 320
zgonow wywotanych przez te chorobysnéd 100 000 badanych oso6b, natomiast 24 lata
pézniej smierteln@¢ z tego powodu spadta do 180 na 100 000 oséb [3hduvho,ze u

podiaza wielu choréb, w tym te chorob ukladu sercowo-naczyniowego, molgzec
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reaktywne formy tlenu (RFT). Zatem, obserwacje tywmukowcOw przyczynity si do
poszukiwania nowych skfadnikow diety —$lin o wysokiej aktywnéci przeciwutleniajcej.
Pojawit st nawet nowy termin superowoce (od anglogzycznego terminu superfruits)
odnoszacy sk do owocéw zawierggych w swym sktadzie zwkki charakteryzujce sé
wysoky aktywndcig przeciwutleniaggca, mniej istotne natomiastagswalory smakowe.
»Superowock zdominowaty rynek spoywczy w Stanach Zjednoczonych. Ich popul&to
nieustannie wzrasta tai& w Europie [4].

Do zwigzkdw wystpujacych w ,superowocachi jednoczénie chronacych organizm
przed dziataniem RFT zaliczang m.in. flawonoidy. Wykazwj one réwnie szereg innych
korzystnych witaciwosci, w tym aktywnd¢ przeciwzapals, przeciwwirusow, zdolngé
modulacji aktywnéci enzymow, ktore powodsy ze owoce 0 ich wysokie] zawakin 3
cennymi prozdrowotnymi sktadnikarmywnosci [4].

W ostatnim czasie fitozweki zaczto okr&lac mianem fitamin” lub inaczej
~witamin nowego Millenium”. Do najwaniejszych fitamin” zaliczane g polifenole [5].

W Polsce réwnig prowadzone gbhadania mage na celu wytonienie fitozwikkow o
wysokiej aktywn@ci przeciwutleniggcej. Najszerzej zostalty one przebadane w ramach
projektu pt. ,Weryfikacja zasad technologii wytwarnza i wykorzystaniaywnosci bogatej w
naturalne antyoksydanty pod wegdém je] dziatania prozdrowotnego” koordynowanego
przez W. Grajka z Wydziatu Nauk Zywnaosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu. Cztonkowie interdyscyplinarnego zespadawczego z Wydzialu Chemicznego
Politechniki Gdaskie] take prowadz badania potencjalu przeciwutlenieggo rglin
jadalnych (np. kapusty biatej, owocédw jagodowychxzoidentyfikacji obecnych w nich
polifenoli odpowiedzialnych m.in. za unieszkodliwia RFT.

Warto wspomni&, ze usuwanie wolnych rodnikow przez sktadniki dietsgzme jest
nie tylko z punktu widzenia profilaktyki, lecz odgva rowniez istotrg role w trakcie leczenia
wielu choréb. Przyktadowo, przeciwutleniacze m@yzyczynid@ sic do tagodzenia skutkow
ubocznych dziatania lekéw podczas chemioterapiegmnowotworowej poprzez ochronny
wptyw w stosunku do mginia sercowego [6].

Istnieje wiele doniesie literaturowych wskazggpych, ze do ralin bogatych w
fitaminy i tym samym o bardzo korzystnych wdavosciach, naleg cieszce s¢ rosryca
popularnécia w Polsce i nawiecie owoce aronii Aronia melanocarpaMichx.) Elliott),
zaliczane do owocow jagodowych. Swaktywnaé biologiczry zawdzgczap one w daym
stopniu obecngi zwigzkow znanych jako ,antocyjany” zaliczanych do patibli. Owoce te

charakteryzyj sic dwzym potencjalem przeciwutlenggym, co wplyrto na wzrost
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zainteresowania nimi ze strony przemystu spazego [5]. Z powyszych wzgtddw
moznaby okréli¢ je mianem superowocOWw Innymi owocami jagodowymi, bogatymi w
polifenole § owoce wiciokrzewu sinega.¢nicera caeruleal.) [7]. Wiciokrzew nie jest
rosling uprawiam na szerok skak, niemniej jednak jego owoce sfagic coraz bardziej
popularnym surowcem poszukiwanym przez konsumentivsoka zawart& antocyjanéw
powoduje, ze owoce wiciokrzewu mag si¢ tak’e st& istotne z punktu widzenia
zdrowotnego, tym bardziej ich uprawa jest wartapropagowania wod rolnikow i
producentowzywnosci.

Wiasciwosci owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinego szerzejseapo w kolejnych

rozdziatach.

2. Owoce jagodowe

W terminologii botanicznej za jagediwaza st migsisty owoc zawierggy wewnrtrz
nasiona (rzadko jedno nasiono). Powstaje on z jexhigzni. Jego cech charakterystyczn
jest to,ze nie posiada pestki. Podstawowe informacje o lakwocach przedstawiono w
tabeli I 1.

Tabela | 1. Przyktady raglin, ktérych owoce nale pod wzgédem botanicznym do owocow

jagodowych.

nazwa zwyczajowa gatunek

czarna porzeczka

(ang.blackcurran) Ribes nigrunt.

czerwnona porzeczka

Ribes rubruni.
(ang.red curran)

biata porzeczka

(ang.white curran) Ribes glandulosum
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Tabela | 1. c.d.

boréwka czarna

(ang.Blueberry Vaccinium myrtillus..

agrest

(ang.Gooseberry Ribes uva-crispd.

czarny bez

(ang Elderberry Sambucus nigra.

winorosl wiasciwa

(ang.Grape-ving Vitis viniferalL.

aronia czarnoowocowa Aronia melanocarpa
(ang.Aronia) (Michx.) Elliott

wiciokrzew siny
(ang Blueberry honeysuckle Lonicera caeruled..
/ sweetberry honeysuckle

boréwka brusznica
(ang.Lingonberry/ Vaccinium vitis-idaed..
cowberry

mahonia ostrolista

(ang.Oregon-grap} Mahonia aquifolium
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Tabelal 1. c.d.

rokitnik zwyczajny

(ang.sea-buckthorp Hippophae rhamnoides

macznica lekarska Arctostaphylos uva-urdi.
(ang.bearberry Spreng

bazyna czarna

(ang.black crowberry Empatrum nigrunt..

chruscina jagodna

(ang.strawberry treg Arbutus uneda.

pomidor

(ang.tomatq Solanum lycopersicuin

Charakterystyczn cechy wielu owocéw jagodowych jest ich intensywna barfup.
czerwona, niebieska, czarna), za ktorej wystvanie odpowiedzialney sitozwigzki z grupy
antocyjanow.

Antocyjany (rysunek | 1) to zwkki z grupy barwnikow (o kolorze czerwonym,
purpurowym lub niebieskim), ktére wygtuja w kwiatach, owocach, warzywach i ziarnach.
Sq one substancjami zawiegaymi w swej strukturze cukier, gach aglikony nosz nazwe
antocyjanidyn. Do najbardziej znanych antocyjanidyaleza: pelargonina, cyjanidyna,
peonidyna, delfinidyna, petunidyna, malwidyna. Zzki te r&nig sic migdzy sola rodzajem
cukrow wystpujacych w ich strukturze (w pozycjach 3 i 5). Najbaejiznany substang
spasrod omawianych zvwizkdw jest cyjanidyno-3-glukozyd, zawiegay w swej strukturze
glukoz w pozycji 3. RGznorodnd¢ tych substancji zwksza s¢ po uwzgédnieniu
mozliwych kombinacji chemicznych cukrow z kwasami arganymi (np. octowym,

bursztynowym). Antocyjany magowniez wystepowa w formie polimerow [8].
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Rysunek | 1.Struktury chemiczne antocyjanidyn najézej wysepujacych w r@glinach.

antocyjanidyna R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7

cyjanidyna -OH  -OH -H -OH  -OH -H -OH
pelargonina -H -OH -H -OH  -OH -H -OH
peonidyna  -OCHy  -OH H -OH  -OH -H -OH
delfinidyna OH -OH -OH -OH -OH -H -OH
petunidyna -OCH -OH -OH -OH  -OH -H OH
malwidyna  -OCH, -OH -OCH -OH  -OH -H -OH

Antocyjany wystepuy w stosunkowo diych ilosciach m.in. w owocach aronii,
boréwki czarnej, wiciokrzewu sinego, czarnej poekec Informacje o zawartezi tych

zwigzkow w niektorych owocach ébin jagodowych przedstawiono na rysunku | 2.

czerwona
porzeczka

zurawina bfotna

boréwka
czarna

czarna
porzeczka

aronia

0 1 2 3 4 5

zawarto $€ antocyjanéw [mg/g mokrej masy]

Rysunek | 2.Zawart@¢ antocyjandéw w wybranycBwiezych owocach rdin jagodowych [9].

Antocyjany zaliczaneagsdo zwhzkdw naturalnych, ktére pomagaghron organizm

cztowieka przed rozwojem zaych chorob. Substancje te wykagzugzereg aktywnii

10
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biologicznych, niemniej jednak jednz ich waniejszych dzialA prozdrowotnych jest
zapobieganie powstawaniu chorob ukfadugzé&nia. Przyktadowo, degki silnym
wiasciwosciom przeciwutleniajcym, barwniki te mog przyczynig sig do zmniejszenia
stezenia utlenionego cholesterolu — LDL (dziatanie praeniazdzycowe). Poza tym
wykazup one zdolné hamowania powstawania wolnych rodnikbw w procesiegerfuzji
oraz mog wptywat na obnienie cénienia krwi [10]. Widciwosci ochronne tych
fitozwigzkow w stosunku do ukladu sercowo-naczyniowego oimdev szerzej (na
przyktadzie antocyjanow obecnych w owocach aramirpzdziale 3.1.

Antocyjany g bardzo cennym sktadnikiem diety, ktéry meardwnie: przyczyni& sig
do przeciwdziatania powstawaniu nowotworéw [11]formacje o stwierdzonym efekcie
hamowania wzrostu ludzkich komérek nowotworowychwarunkachin vitro, dotyczce

cyjanidyn, zestawiono w tabeli | 2.

Tabela | 2. Informacje o stwierdzonym efekcie zahamowania wzroludzkich linii komérek

nowotworowych przez wybrane antocyjany.

zZwigzek rodzaj komorek literatura
U937 — linia komorek ludzkiej biataczki monocytarne [12]

HT-29 — linia komorek ludzkiego raka jelita grubego [13], [14]

HCT-116 — linia komorek ludzkiego raka jelita grgbe [13], [15]

cyjanidyny  LXFL529L — linia komérek ludzkiego raka ptuc [16]
A431 — linia komorek ludzkiego raka tuskowatokonuslego [16]

MCF-7 — linia komorek ludzkiego raka sutka [17]
HL60 — linia komérek ludzkiej biataczki promieloeyhej [13]

cyjanidyno-3- LXFL529L — linia komorek ludzkiego raka ptuc [16]
galaktozyd  A431 — linia komérek ludzkiego raka tuskowatokonmsego [16]
cyjanidyno-3- HT-29 —_Ii_nia komorek Iudz_kiego raka jelita grubego [18]

glukozyd MCF-7 linia komorek ludzkiego raka sutka [18]
HL60 — linia komérek ludzkiej biataczki promieloeyhej [19]

Ponadto antocyjany magingerow& w komorkowe szlaki biochemiczne prowade do
powstawania nowotworéw [11]. W tabeli | 3 zestavdoinformacje o mechanizmach
dziatania tych zwjzkdébw na przyktadzie cyjanidyn, ktére mpgnie¢ istotne znaczenie w
chemoprewencji nowotworowej.
Ponadto antocyjany megvykazywa takie wi&gciwosci, jak:
— aktywnai¢ przeciwzapalna,
— zmniejszanie zagienia chorobami metabolicznymi (np. cukrzyotytoscia),

— dziatanie ochronne przed chorobami neurodegenerany;

11
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— wplyw na popraw ostragci wzroku [20],

— aktywnai¢ przeciwbakteryjna,

— ochrona komorek wiroby przedzottaczlg A i B oraz przed zatruciem wywotanym
przez paracetamol,

- tagodzenie zmian chorobowych trzustki oraz wywotmgimi objawéw klinicznych,

— dziatanie ochronne przed skutkami promieniowania[WUy.

Tabela | 3. Przyklady mechanizméw dziatania wybranych antoayjanistotnych z punktu widzenia
profilaktyki przeciwnowotworowe;.

Zwiazek rodzaj komorek mechanizm dzialania literatura

HL60 indukcja apoptozy [21]
hamowanie aktywriei

A431 kinazy tyrozynowej EGFR [16]
hamowanie aktywriei
HT-29 kinazy tyrozynowej EGFR [14]
cyjanidyny hamowanie cyklu
komorkowego w fazie
U937 G2/M. [12]
indukcja apoptozy
btona komorkowa aktywnas¢ [22]
kréliczych erytrocytow przeciwutleniajca
cyjanidyno-3- indukcja apoptozy,
glukozyd HL60 hamowanie bcl-2 [19]

A431 — linia komoérek ludzkiego raka tuskowatokommmlego; HT-29 — linia komérek ludzkiego raka jelita
grubego; HL60 — linia komérek ludzkiej biataczkiopmielocytarnej; U937 — linia komérek ludzkiej biedki
monocytarnej; EGFR — receptor nabtonkowego czynwikeostu; bcl-2 — biatko hamage proces apoptozy

Wiasciwosci  prozdrowotne antocyjanOw omowiono bardziej sgélawo na
przyktadzie owocOw aronii czarnoowocowej oraz wkcEkewu Sinego odpowiednio w
rozdziatach 1 3.1 oraz 1 4.1.

3. Aronia czarnoowocowa — opis botaniczny, zawar§é zwiazkéw bioaktywnych

Aronia naleégca do rodziny rébowatych Rosaceagto krzew pochodcy z Ameryki
Potnocnej. Pod wzgtlem botanicznym do §bn z rodzaju aronia zalicza¢sdwa gatunki, a
mianowicie:

— aronk czarnoowocow (Aronia melanocarpgMichx.] Elliot),

— aronk czerwon (Aroniaarbutifolia [L.] Pers).

12
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Rasling o taciskie] nazwieAronia prunifoliaklasyfikuje se jako trzeci gatunek lub igako
hybryde powstay4 z dwoch pozostatych $bn [23]. Wyglad owocow tych gatunkéw
przedstawiono na rysunku | 4.

W XX wieku uprawa rélin z gatunkuAronia melanocarpgMichx.] E. stata s
popularna w Rosji oraz w krajach Europy Wschodfi2dj], w tym rownie w Polsce [25].
Obecnie jest ona najbardziej rozpowszechnionymng@m na wszystkich plantacjach aronii
[24]. (Dalsza czs¢ rozprawy doktorskiej, dotygea owocéw aronii, odnasisie bedzie tylko
do rasliny z gatunkuAronia melanocarpgMichx.] E. i dlatego bdzie ona nazywana krétko —

arong.)

Rysunek | 4.Wyglad owocéw ralin z rodzaju aronia: A Aronia melanocarpgMichx.] Elliot, B -
Aroniaarbutifolia [L.] Pers, C -Aronia prunifolia

Aronia jest krzewem ogjjajgcym wysokd¢ od 2 do 3 metréw. Jestdlimg bardzo
odporry na choroby, a tale rzadko atakowanprzez szkodniki [24]. Jej ciemnozielonécle
o diugaci 3 — 7 cm utaone g naprzemianlegle [23]. Kwiaty tej sliny kwitng od maja do
czerwca. Czas zbioru owocéw aronii o czarnej bafeigednicy 6 — 13 mm i wadze 0,5 — 2
g) przypada na miegi sierpié lub wrzesié@ [24]. Owoce aronii stanowi doskonaty
surowiec wykorzystywany do produkcji sokéwzethoéw, win. Ze wzgldu na swdj
charakterystyczny, cierpki smakesto stanows, obok innych owocéw, jeden ze sktadnikéw
gotowych wyrobow spgywczych. Owoce aronii sa rowriestosowane jakozrodto
naturalnych barwnikéw w przenslg spaywczym [23].

Wedtug danych opublikowanych przez Gtéwny aétZSatystyczny plantacje aronii w
Polsce zajmuj powierzchng ponad 6 tys. ha. Rocznie otrzymuje sinich od 35 tys. do 40
tys. ton owocdw, z czego 90 % zbioréw przeznacjestena eksport. Taka sytuacja sprawia,

ze Polska jest najwkszym eksporterem owocéw aronii §waiecie.

13
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Przez ostatnie kilkadeie lat jej owoce oraz znajdige s¢ w nich skfadniki
bioaktywne staly gi przedmiotem badew wielu grodkach naukowych zaréwno daiecie,
jak rowniez w Polsce. Ich wyniki dowiodtyze aronia stanowi jedno z najbogatszychdet
polifenoli, z ktérych ponad potowa to antocyjang[2Do najwaniejszych zwazkéw z grupy
antocyjanéw zidentyfikowanych w owocach aronii,aal[27]:

— cyjanidyno-3-galaktozyd,

cyjanidyno-3-arabinozyd,
— cyjanidyno-3-ksylozyd,
— cyjanidyno-3-glukozyd,
— pelargonidyno-3-arabinozyd,
— pelargonidyno-3-galaktozyd.
Do pozostatych, gtéwnych polifenoli znajdaych s¢ w tych owocach mma zaliczy
nastpujace zwhzki [28]:
1. procyjanidyny,
2. flawonole:
— kwercetyno-3-galaktozyd,
- kwercetyno-3-glukozyd,
— kwercetyno-3-rutynozyd i inne pochodne kwercetyny,
3. flawan-3-ole:
- (-)-epikatechina,
4. kwasy fenolowe:
—kwas chlorogenowy,
—kwas neochlorogenowy.
Owaoce aronii g rowniez zrodtem witamin takich, jak: witamina C, B1, B2, BBacyna, kwas
pantotenowy, a tale makroelementow: sodu, potasu, wapnia, magnezwgz or
mikroelementéwzelaza i cynku [29].

Ze wzgkdu na charakterystyczny skiad fitozekow, jak rownie znaczne stenie
tych substancji (zwlaszcza antocyjandw), owoce iarcimarakteryzuj sie bardzo silnymi
wihasciwosciami  przeciwutlenigicymi w poréwnaniu do innych owocéw. Poréwnanie
calkowitego potencjatu przeciwutleniapgo prébek kilku sokéw uzyskanych zzmgch
owocoOw przedstawiono na rysunku | 5.

Aronia, wyr&niajagca s¢ duzg zawartdcig antocyjanéw w poréwnaniu do innych

owocow dosipnych handlowo, a tak charakteryzgca sé wysokim potencjalem

14
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przeciwutleniaggcym, wydaje si by¢ doskonatym skiadnikiem diety, ktory mmwplywa na
zmniejszenie ryzyka powstawania wielu choréb, moréb uktadu kizenia czy nowotworéw
[24].

jabtko

pomarancza

zurawina

jagoda

granat

aronia

0 20 40 60 80
TEAC [pmol/mL]

Rysunek | 5.Wiasciwosci przeciwutleniggce wybranych sokéw owocowych.

Wartdsci wyrazono jako sgzenie réwnowanikéw Troloxu (TEAC) na mililitr sokugmol/mL] [24].

3.1. Wiaciwasci biologiczne owocow aronii czarnoowocowej
3.1.1. Epidemiologia i profilaktyka chorob uktadwienia

Choroby sercowo-naczynioweg gftdbwrg przyczyrmy zgondw naswiecie, w tym
rowniez w Polsce [30]. Szacujecsize w Europie $ one odpowiedzialne za 55 % zgonow
wsrod kobiet oraz za 43 % zgonowsndd mezczyzn. Spérdd wszystkich choréb ukitadu
krazenia najczstsz przyczyr zgonow w Europie jest choroba niedokrwienna sénainek
| 6).

300 B choroba niedokrwienna

serca
m udar mézgu

50%

@ inne choroby uktadu
krazenia

20%

Rysunek | 6. Procentowy udzial zgonow wywotanych chorobami uldddgzenia w Europie w

0g0Inej liczbie zgonow [31].

Choroby ukfadu kyzenia @ przyczyrm niepetnosprawriei i pogorszenia jakai

zycia. Gtdwnymi czynnikami decydagymi o powstaniu tych chorély §32]:

15
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— palenie tytoniu,

— podwyzszone dinienie krwi,

— podwyzszony poziom cholesterolu we krwi,

— zite nawykizywieniowe i nadmierne spgcie alkoholu,

— brak aktywndci fizycznej,

— nadwaga i otyt&e,

— cukrzyca,

— stres psychospoteczny.
Bezpdredng przyczym rozwoju chorob sercowo-naczyniowych ieoby podwyzszony
poziom RFT i RNS (reaktywnych form azotu), zmniejsa biodosfpncai¢ tlenku azotu
(odpowiadajcego za obuienie cénienia krwi), jak rownie obnizona zdolné¢ biomolekut
do usuwania wolnych rodnikéw w uktadzie krwigngm i nerkach [33].
Gtownymi metodami leczenia chorob uktadwienia g tzw. metody zachowawcze, do
ktorych zalicza si przede wszystkim farmakotergpiza pomog roéznych klas lekéw.
Przyktadowo, w przypadku midzycy naczy krwionasnych stosuje sinajczsciej leki z
grupy statyn, np. lowastatynfluwastatyr, prawastatye [34]. Jednak w ostatnich latach w
przypadku leczenia choréb sercowo-naczyniowych stk si znaczenie pogpbowania
niefarmakologicznego, zwzanego np. z odpowiednim sposobenrywdania. Co wiecej,
kiadzie s¢ nacisk na profilaktyk tzn. na przestrzeganie Wavego stylu zycia,
zbilansowanej diety, jak roéwniena konieczn& wykonywaniacéwiczen fizycznych. Jak
wskazuy liczne dane literaturowe, wzbogacenie diety w radhe sktadniki takie, jak np.
flawonoidy, kwasy tluszczowe n-3, likopen, resweyht maze przyczyné sig do
przeciwdziatania chorobom uktadwkenia [35, 36, 37, 38].

Ponkej opisano badania dotygz wptywu polifenoli obecnych w owocach aronii na
zapobieganie powstawaniu chorob ukladgz&nia oraz na tagodzenie skutkéw tych chorob.
Doswiadczenia podzielono na eksperymenty wykorzystimateriat biologiczny pobrany od
zwierzt, od ochotnikow ludzkich oraz badania z udziateanjentow dotknitych chorobami

sercowo-naczyniowymi.

3.1.1.1. Rola owocoéw aronii czarnoowocowej w pakiyce choréb uktadu krenia —

badania z wykorzystaniem materiatu biologicznegchoazcego od zwiera

Doniesienia literaturowe wskazyjze owoce aronii mag przeciwdziatda chorobom

uktadu kgzenia poprzez zapobieganie zmniejszengutaiv. relaksacji naczy wiencowych
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(rozkurczu/rozszerzenia nacgzyiencowych). Jak wiadomo, obt@nie rozkurczu mae by
wywotane m.in. podwiszonym poziomem RFT. Mg na uwadze powgze dane, w
opisanych déwiadczeniach zbadano wpltyw ekstraktu z owocow aroai niwelowanie
dzialania RFT w wyizolowanych naczyniach weewych pochodgych od $win.
Odpowiednio przygotowane naczynia weéewe zwierat poddawano dziataniu egzogennego
zrodta anionorodnika ponadtlenkowego. Tak przygotmvarobki traktowano réwnie
ekstraktem otrzymanym z owocow aronii. Na podstawiyskanych wynikow bada
stwierdzono, ze fitokompleks pochodzy z owocow aronii mge ochranid naczynia
wiencowe przed atakiem RFT, przez co aaaapobiega zmniejszeniu rozkurczu naazy
wiencowych, a tym samym — chorobom uktadgzenia [39].
Podczas badaz wykorzystaniem szczuréw rowuievykazano,ze polifenole obecne

w owocach aronii mag przyczynig sig do zapobiegania chorobom ukfadu sercowo-
naczyniowego. Dziatanie to me objawi& si¢c poprzez:

— zmniejszenie poziomu cholesterolu catkowitego @N,42, 43],

— obnizenie s¢zenia cholesterolu LDL [41, 42],

— spadek zawartai triacylogliceroli we krwi [41, 42, 43].

3.1.1.2. Rola owocdéw aronii czarnoowocowej w pakilyce choréb uktadu krenia —

badania w warunkachn vitro z wykorzystaniem materiatu biologicznego pochmérno od

ludzi

Kilka lat temu zbadano wptyw bogatego w zgki polifenolowe ekstraktu z aronii w
postaci handlowo doginego preparatu pod nagwronox (zawieragcego w swym skladzie
ponad 20 % antocyjanow, w/w) na produykdnika ponadtlenkowego oraz agregaguytek
krwi u ludzi [44]. Badania te byly podyktowane psinkami, jakie pojawity si w
opublikowanych wczaiej czasopismach naukowych. Wskazywaly one na i#e,
anionorodnik ponadtlenkowy produkowany przez phiwvi odpowiada za ich aktywagj
agregacgj, co z kolei mae odgrywa& istotrg role w patogenezie mialzycy naczy
krwionosnych [45].

Doswiadczenia z wykorzystaniem preparéttonoxprzeprowadzono w warunkaamh
vitro. W trakcie tych bada od ochotnikbw zdrowych oraz od ochotnikbw aonych
czynnikami, ktore mogly przyczyniasic do rozwoju miadzycy, pobierano materiat
badawczy w postaci probek krwi. Ngstie z prébek otrzymanych od obu grup izolowano

ptytki krwi, ktére inkubowano w obecta lub pod nieobecrié preparatuAronox po czym
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poddano je badaniom biomedycznym. Przeprowadzodania wskazywatyze sktadniki
ekstraktu otrzymanego na bazie owocOw aronii prayiedy sk do zmniejszenia produkciji
anionorodnika ponadtlenkowego przez ptytki krwigdb obcizonych ryzykiem wysipienia
chorob ukladu kgzenia. Efektu tego nie zaobserwowano w przypadkypygrochotnikow
zdrowych. Ponadto, polifenole obecne w owocachiavwgptywaty na zahamowanie agregacji
ptytek krwi w obu grupach osob @bych badaniami. Jak sugesigutorzy bada takze za ten
ostatni efekt ogciowo mae by odpowiedzialne zahamowanie produkcji rodnika
ponadtlenkowego w ptytkach krwi. Otrzymane wynikskazuj, ze fitozwigzki zawarte w
owocach aronii mag skutecznie chrofiiorganizm przed wysgpieniem miadzycy naczy
krwionosnych [44].

Réwniez inne z doniesie literaturowych pokazygj ze polifenole obecne w owocach
aronii maj znacacy wptyw na ochroa ptytek krwi przed niekorzystnymi skutkami
wywotanymi przez wolne rodniki tlenowe [46]. W tic& tych bada od ochotnikbéw pobrano
probki krwi obwodowej, z ktorej wyizolowano frakcgawierajce piytki krwi. Nasgpnie
frakcje te inkubowano z komercyjnie dgstym ekstraktenAronox otrzymanym z owocow
aronii (probki okrélone jako kontrolne) albo z nadtlenkiem wodoru @akdédtem wolnych
rodnikow tlenowych), bdz tez z ekstraktem z owocOw aronii w potaczeniu z nautikem
wodoru. Po inkubacji wykonano oznaczenia biocheneczsprowadzage s¢ do ustalenia
[46]:

— zawartdci zredukowanej postaci glutationu (endogennegoegwautleniacza) w
ptytkach krwi,
- skzenia izoprostanu 8-izo PG stanowacego marker procesu peroksydacii lipidow

I stresu oksydacyjnego,

- poziomu ekspres;ji integrynyiin 3 (odpowiedzialnej za aktywacptytek krwi).
Dla poréwnania, te same oznaczenia biochemiczneepprwvadzono réwnolegle dla
resweratrolu, ktdrego korzystne wdavosci biologiczne zostaty szeroko opisane w literagurz
swiatowej [47, 48, 49, 50, 51, 52].

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzome, fitokompleks owocow aronii
moze przyczynia sie do zmniejszenia produkcji izoprostanu 8-izo BGRaréwno w
probkach kontrolnych, jak i tych traktowanych naditiem wodoru. Ponadto, zauxeao
znacacy wzrost poziomu zredukowanej formy glutationu wytkach krwi poddanych
dziataniu RFT w kombinacji z ekstraktem z owocowrairw poréwnaniu z ptytkami krwi
traktowanymi tylko nadtlenkiem wodoru. Co ¢eej, odnotowano rownie zahamowanie

ekspres;ji integrynyy,Bs. Interesujcym jest réwnie fakt, ze polifenole obecne w ekstrakcie
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z owocOw aronii $ zdolne do wywolywania znacznie bardziej korzysinyefektow
biologicznych ni znany ze swych cennych, zdrowotnych detavosci resweratrol [46].

Sktadniki owocow aronii nie tylko przyczyniggie do ochrony struktur komorkowych
przed dziataniem RFT. Fitozgaki te mog rowniez zabezpieczakomorki przed atakiem
RNS, w tym take przed wysoce toksycznym nadtlenoazotynem (ONOIEn ochronny
efekt wykazano w trakcie baglavykonanych w warunkach vitro, wykorzystugc w tym
celu probki krwi pobrane od zdrowych osob. Wynikzgprowadzonych eksperymentow
potwierdzity, ze polifenole zawarte w owocach aronii mogchranig ptytki krwi przed
atakiem nadtlenoazotynu, a tym samym ogragieaiany w ich czynn&i hemostatyczne;j
[53].

3.1.1.3. Rola owocow aronii czarnoowocowej w peakilce i terapii choréb uktadu dgenia

u ochotnikdw

Kilka lat temu podjto prole okreslenia wptywu polifenoli zawartych w soku z
owocOw aronii na kondyej ukladu krwionénego oso6b, u ktérych zdiagnozowano
podwyzszony poziom cholesterolu we krwi. W tym celu odjpatow obgtych badaniami i
przyjmujacych 100 % sokz owocéw aronii, pochodezych z upraw ekologicznych (w dwoch
okresach czasowych przez 6 tygodnidsg, pobierano krew na pogiku i na kacu kazdego
okresu przyjmowania soku. Naphie wykonano szereg oznaazebiochemicznych
obejmupcych pomiary:

— cisnienia krwi

— sftezenia cholesterolu,

— poziomu markeréw stanu zapalnego,

— sftezenia witamin o wiéciwosciach przeciwutleniagych.

Schemat d@wiadczenia przedstawiono na rysunku | 7.

spozywanie soku

P - czas: 6 tygodni P

- ilosé: 0,25 L/dzien

spozywanie soku

. Z aronii: .
pEmEr ) czas: 6 tygodni

- ilosé: 0,25 L/dzien

przerwa w
spozywaniu soku
Z aronii:

- czas: 6 tygodni

Rysunek | 7. Schemat prowadzenia badaterwencyjnych z iyciem soku z aronii z udzialem

pacjentow ze zdiagnozowanym podswyonym poziomem cholesterolu we krwi [54].
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W wyniku przeprowadzonych éwiadczeéd stwierdzono,ze regularne spgywanie soku
otrzymanego z owocOw aronii ra® przyczyné si¢ do:

— obnienia cénienia krwi,

— obnizenia catkowitego poziomu cholesterolu oraz chotetiieL DL, jak rowniez do
podwyzszenia sgzenia cholesterolu HDL we krwi,

— wazrostu s§zenia witaminy A oraz E we krwi,

— spadku ildci glukozy, homocysteinyokreslanej jako czynnik ryzyka rozwoju m.in.
zmian miadzycowych) oraz fibrynogenu (ktérego podwgzony poziom
obserwowany jest m.in. w ostrych stanach zapalngtiorobie wiécowe).

Te korzystne metaboliczne zmiany wyndeg ze spgywania soku z owocOw aronii mag
stanow¢ podstaw do tezy,ze polifenole obecne w tych owocach stanpwioskonaty
fitokompleks przyczyniacy sk do zmniejszenia ryzyka wygtowania choréb ukiadu
krazenia [54].

Podobne wnioski wyggnicto po przeprowadzeniu batdaz udziatem pacjentow
cierpigcych na tzw. zespot metaboliczny [55]. Zespot tkredany jest jako zbidr wzajemnie
powigzanych czynnikéw zwkszapcych ryzyko rozwoju choréb sercowo-naczyniowych.
Obejmuje on kilka podstawowych objawéw [56]:

— otylos¢ brzusza,

— podwyzszony poziom triacylogliceroli i cholesterolu LDLraz obniony poziom
cholesterolu HDL

— podwyzszone dinienie krwi,

— insulinooporné¢ i nieprawidtowe przyswajanie glukozy,

- tendeng do wystpowania stanOw zapalnych oraz do po#ésepnego poziomu
czynnikéw krzepnicia krwi (np. fibrynogenu).

W trakcie bada pacjentom z zespotem metabolicznym podawano ajtiogypochodace z
owocow aronii (3 razy w dawce 100 mg/dRi@rzez 2 miegice. Po przeprowadzeniu analiz
okazatlo s}, ze podawany preparat @ powodowéa m.in. do obnienie cénienia krwi,
spadek poziomu cholesterolu LDL i triacyloglicerdliakie wyniki stanowity podstagvdo
stwierdzenia,ze antocyjany zawarte w owocach aronii przyczynisig do zmniejszania
wptywu czynnikbw mogcych prowadzi do rozwoju chorob uktadu &renia, a w
szczegolnéci miazdzycy naczyi krwionasnych [55].

Dane literaturowe wskazyjrowniez na to,ze pohczenie terapii z tyciem statyn z

przyjmowaniem ekstraktu z aronii przez pacjentowpmebytym zawale raénia sercowego
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moze zwigksza redukcg markerow wskazgpych na dysfunkejuktadu kgzenia [57]. Przed
przysgpieniem do bada pacjentdw podzielono na dwie grupy. Jednej z rpoldawano
statyny (grupa traktowana jako kontrolna)s zhugiej — lek w palczeniu z komercyjnie
dostpnym produktem (prepararonoX zawieragcym antocyjany pochodeze z owocow
aronii (3 razy dziennie w dawce 85 mg/dyigrzez okres 6 miegty. Przed rozpogziem
terapii oraz po jej zakmzeniu od pacjentow pobierano krew, w ktorej ozaaczzawartci
wazniejszych markeréw chorob uktadugkenia [57]. Naleaty do nich wyréniki procesow
zapalnych [58], w tym:

— utlenione lipoproteiny o niskiejegtasci (ox-LDL),
interleukina-6 (hslL-6),
biatko C-reaktywne (hsCRP),
molekuty adhezji (ICAM oraz VCAM),
biatko chemotaksji monocytow (MCP-1) [57].

Oprocz tego we krwi oznaczono zawaéto
— izoprostanu 8-izo PG [57], ktérego podwsszone stzenie w organizmidwiadczy
0 uszkodzeniach oksydacyjnych towarzgsech r&nym chorobom, a w
szczegolnéci chorobom ukfadu ligenia [59],
— adiponektyny [57] - biatka hormonalnego odpowiebldgo za regulagj
metabolizmu kwasow ttuszczowych i glukozy; wysokizppm tego biatka we krwi
moze przyczynid sic do zmniejszenia ryzyka zawatug¢gnia sercowego [60].
Pacjentom mierzono rowniecisnienie krwi [57]. Po zaki@czeniu terapii z wykorzystaniem
statyn, podawanych rownolegle z preparatdnenox u ochotnikdw olgitych badaniami
zaobserwowano znaczny spadek poziomu markeréw ggoceapalnych (ox-LDL, hsIL-6,
hsCRP, ICAM, VCAM, MCP-1), jak rownieizoprostanu 8-izo PGf-oraz wzrost szenia
adiponektyny. U o0s6b tych odnotowano #ak obnizenie cénienia skurczowego i
rozkurczowego krwi. Tak korzystnych efektéw nie lzs@rwowano w grupie pacjentow,
ktorym podawano tylko statyny. Wyniki tych badalowodz, ze polifenole obecne w
owocach aronii mag chront organizm przed wygpieniem kolejnych schoraeukiadu

sercowo-naczyniowego po przebytym warej zawale mgsnia sercowego [57].

3.1.2. Epidemiologia i profilaktyka chor6b nowotwatych

Na pocatku XX wieku badania w zakresie naukzgwnosci byly ukierunkowane
m.in. na identyfikag chordb, ktdrych przyczynmaze by brak okrélonych sktadnikow
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odzywczych w diecie cztowieka, a co za tym idzie nazimmsci zapobiegania tym
chorobom. W p#gniejszym okresie naukowcy skupili swojuwag na ustaleniu
zapotrzebowania na poszczegolne skiladniki pokarmewerawidtowe] diecie. Ostatnio
natomiast ktadzie sinacisk na okrdenie roli diety w utrzymaniu dobrego stanu zdrosaz
w zmniejszaniu ryzyka powstawania takich chorébrjpkchoroby nowotworowe [61].
Nowotwory naleéa do jednych z najistotniejszych probleméw zdrowetnyna
swiecie, w tym take w Polsce. Nasz kraj nale do pastw o sredniej zachorowalrigi i
wysokiej umieralnéci z powodu choréb nowotworowych. Wedtug raportgerggdzonych
na podstawie danych Centrum Onkologii w Warszawiplma liczba zachorowa na
nowotwory ztgliwe w Polsce w 2006 roku wynosita okoto 12600Q lkezba zgonéw ponad
91500, co stanowi ponad 72 % przypadkow zarejesingeh zachorowa Na rysunku | 8
przedstawiono informacje o liczbie zachoréwaraz zgonow na nowotwory Zove w

zaleznosci od grupy wiekowej dla kobiet i ggczyzn w roku 2006 [62].
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Rysunek | 8.Liczba zachorowaoraz zgondéw na nowotwory Zove w podziale na grupy wiekowe
dla mezczyzn i kobiet w Polsce w roku 2006 (na podstaveieydh Centrum Onkologii w Warszawie)

[62].

Przytoczone powsej dane statystyczne slarmugce i wskazuj, ze bardzo wanym
celem dziath medycznych musi stasie nie tylko wykrycie choroby w jej wczesnym stadium
rozwoju, ale réwnig zapobieganie powstawaniu i rozwojowi choréb nowwtwych, czyli
chemoprewencja. Wedtug danych zawartych w rapdtBRF/AICR istotra role w zakresie
profilaktyki przeciwnowotworowej odgrywa wdeiwa dieta bogata w owoce i warzywa [63].

Szczegoln role w tym zakresie petgiskiadniki diety bogate w antocyjany. Jak ju

wspomniano, jednym z najbogatszyaidet tych zwazkow g owoce aronii. Ze wzgtlu na
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wysoky zawartdé antocyjandw owoce aronii statyegdrzedmiotem wielu prac badawczych.
Wyniki bada prowadzonych przez kilkabee lat dowodz, ze fitokompleks tych owocow
wykazuje szereg korzystnych wéawosci prozdrowotnych, w tym tale aktywndé
przeciwrakotworcgz [26]. Ponikej zebrano opisane w literaturze informacje na tema
aktywnasici chemoprewencyjnych owocOw aronii czarnoowocowejarunkachin vitro, in

vivo oraz z udziatem ochotnikéw.

3.1.2.1. Aktywndé chemoprewencyjna owocOw aronii czarnoowocowej wruweach

in vitro

Wyniki licznych badé wskazuj, ze przyczyi wielu choréb, w tym rowniechorob
nowotworowych, mee by atak RFT na wane struktury komérkowe. Z tego wzgdl istotna
jest wiedza na temat niwelowania dziatania RFT przewiagzki o charakterze
przeciwutleniaczy, ddace sktadnikami owocow i warzyw. W literaturzéwiatowej
dostpnych jest wiele danych na temat vd@vosci przeciwutleniajcych antocyjanow, tale
tych bedcych sktadnikami fitokompleksu owocow aronii. Wynlkadar z wykorzystaniem
testow DPPH i ABTS wskazaj ze aktywnd¢ przeciwutleniaggca owocOw aronii w
przeliczeniu na rownowaiki Troloxu maze przekracza 500 pmoli/g s.m. [28]. Ten wynik
stanowi kolejne potwierdzenie dla opiniig owoce aronii charakteryzujsic jednym z
najwyzszych potencjatow przeciwutlenaalych spérod wszystkich przebadanych dotychczas
owocow [24].

Powszechnie wiadomoze naturalne zwizki o charakterze przeciwutleniaczy
wystepujace w r&nych sktadnikach diety muszpo spayciu by wchianiane do
krwioobiegu, aby mogty oddziatywana uktad przeciwutleniagy osocza krwi. Dziatanie to
moze Sk objawia poprzez:

— neutralizowanie wolnych rodnikéw i innych reaktyvatyform tlenu, azotu i chloru,
— przerywanie tacuchowych reakcji wolnorodnikowych,

— chelatowanie jonéw metali kataliziyych reakcje redoksowe,

— hamowanie szyblkgi enzymatycznych reakcji redoksowych.

Te wiaciwosci naturalnych przeciwutleniaczy $ardzo istotne z tego wzglu, ze
jednymi z gtdbwnychzrodet RFT w organizmie czlowiekag spobudzone granulocyty
obogtnochtonne (neutrofile) wysgpujace we krwi. Zwgkszona produkcja RFT prowadzi do
niepetnej detoksykacji tych indywidudéw chemicznyphzez systemy przeciwutlensap

wystepujace w ustroju, co z kolei nie skutkowa inicjacjg procesu kancerogenezy. Aby nie
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doszto do takiej sytuacji, potencjalnie niebezpmeczgranulocyty mag przeg¢ proces
apoptozy, czyli fizjologicznej programowang@nierci komoérki. Kluczowymi enzymami w
procesie apoptozygkaspazy. Aktywné&t kaspazy 3 w badaniach wptywu soku z aronii na
metabolizm tlenowy i apoptez ludzkich granulocytow pochodeych od zdrowych
ochotnikbw postayta jako biomarker smierci komoérkowej. W tym samym cyklu
dodwiadczér sprawdzono wpltyw soku z aronii na prodgkciRFT. W wyniku
przeprowadzonych baflsstwierdzonoze sok z aronii czarnoowocowej indukuje aktywho
kaspazy 3 w granulocytach, a zekprzyczynia si do zahamowania produkcji RFT przez
neutrofile. Otrzymane dane mpgtanowé jedno z kryteribw kwalifikujcych te sktadniki
zywnaosci jako zalecane w chemoprewencji choréb nowotwgaw/64].

Wyniki innych badé dowodz, ze antocyjany zawarte w owocach aronii hamuj
produkcg i uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego przedzkie granulocyty. Co
wigcej, wykorzystujc testAmesa wykazanoze antocyjany pochodege z aronii § silnymi
inhibtorami  mutagennej  aktywda  benzof]pirenu  naléacego do  grupy
wielopiegcieniowych weglowodoréw aromatycznych. Dodatkowo wykonano tegtmiany
chromatyd siostrzanych (SCE), stosowany powszechide wykrywania zwjzkow
chemicznych o dziataniu genotoksycznym [65]. W Wwynprzeprowadzonego testu SCE z
uzyciem ludzkich limfocytow okazato gize obecné¢ antocyjandéw pochodezych z owocéw
aronii mae doprowadzi do zmniejszenia gstotliwosci wymiany chromatyd siostrzanych
pod wptywem benz@|pirenu. Da@wiadczenia te dowodz ze antocyjany wyspujasce w
owocach aronii mag wykazyw& wiasciwosci antymutagenne oraz antykancerogenne.
Zdaniem autorow powgzych bada, tak korzystne wkxiwosci tych zwpzkdéw wynikap
giéwnie ze zdolngci do niwelowania dziatania wolnych rodnikéw, jaldwniez do
hamowania dziatania enzyméw przyczya@jch s¢ do powstawania uszkodzeDNA w
obecndci substancji mutagennych [65].

Takze wyniki bada przeprowadzonych w innym s@dku naukowym [66]
potwierdzity tez, ze fitozwigzki obecne w owocach aronii mpgorzyczynig sie do
zmniejszenia produkcji anionorodnika ponadtlenkaavegW dawiadczeniach tych
inkubowano ekstrakt z owocow aronii z ptytkami krwiyizolowanymi od pacjentek
chorujacych na nowotwor piersi oraz od kobiet zdrchw Po przeprowadzeniu oznafize
biochemicznych, okazato¢size poziom anionorodnika ponadtlenkowego zmniejsiyhge
tylko w przypadku ptytek krwi pochodeych od osdb zdrowych, lecz tak— pochodgcych
od pacjentek chorych. Przypuszczalnie, w opisywanggwiadczeniu wtaciwosci

przeciwutlenigjce polifenoli pochodcych z owocow aronii objawigjsie zdolnGcia do
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stymulacji aktywnéci dysmutazy ponadtlenkowej, enzymu odpowiadago za dysmutagj
anionorodnika ponadtlenkowego [66].

Kolejnym sposobem zapobiegania rozwojowi choroby watavorowej jest
zahamowanie proliferacji komorek nowotworowych. yRfadowo, w warunkachn vitro
ekstrakt z aronii mee hamowé wzrost mysiej biataczki L1210 [67]. Kilka lat tenpodito
préby okrdlenia wptywu soku z aronii na wzrost ludzkich komiéraka jelita grubego Caco-
2. Komorki te poddano inkubacji z sokiem przez skPegodzin przez 4 kolejne dni. Takie
traktowanie komérek Caco-2 sokiem z aronii skutexzwptywato na hamowanie ich
proliferacji. Jak udowodniono, byto to spowodowararzymaniem cyklu komoérkowego w
fazie G2/M, a tym samym unierdawieniem podzialu komérek. Ponadto, poprzez awaliz
ekspresji gendw wykryto zmiany w poziomie mRNA kgghych biomarkery typowe dla raka
jelita oraz kodujcych biatka biogce udziat w proliferacji komérek. Jednym z tych
biomarkerow jest biatko CEACAML1, ktérego ekspregjaga zmniejszeniu we wczesnych
stadiach wgkszasci chordb nowotworowych [68]. Potraktowanie komo@ico-2 sokiem z
aronii przyczynia si do przywrocenia prawidiowego poziomu tego biomeakgak i
prawidtowego poziomu kodagego go mRNA. Wyniki powsszch bada swiadcz, ze biatko
CEACAM1 maze by potencjalnym celem chemoprewencyjnego dziatani@dsikow diety,
w tym owocOw aronii [68].

Inne doniesienia literaturowe wskagupe ekstrakt otrzymany z owocoOw aronii
hamowat wzrost komorek linii raka jelita grubego 89. Zahamowanie proliferacji tych
komorek byto zmniejszone o 60 %. Ponadto w traktoxgh nim komérkach nagiowato
zablokowanie cyklu komérkowego nie tylko w fazie /M2 lecz take w fazie G1/GO.
Jednoczénie zauwaono, ze ekspresja niektorych gendw kaogiyjch biatka regulujce
procesy podziatbw komorkowych ulegta modyfikacji kierunku inhibicji podziatow
komoérkowych. Dla poréwnania podobne sdtadczenia przeprowadzono dla linii
normalnych komorek jelita grubego NCM460. Okazadp 2 ekstrakt z owocow aronii tylko
w niewielkim stopniu hamowat wzrost komorek nieragoh [69]. Nieznana jest przyczyna
tak r&znej podatnéci komérek raka jelita grubego oraz komorek nievekch na
zahamowanie proliferacji. Jednakprzypuszcza sjze rozbignosci te mog by¢ zwigzane z
roznicami w ekspresji wspomnianych genow pedaly tymi dwoma rodzajami linii
komorkowych. Sugeruje @i ze za tak korzystne aktywfm biologiczne zastosowanego
ekstraktu z owocow aronii odpowiedzialng 8 duzej mierze antocyjany. Z tego wzdu

produkty zawierajce due stzenie tych zwizkow, zdaniem autoréw, powinny staic
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oczywish alternatywq dla sztucznych barwnikéw stosowanych w przémyspaywczym
[70].

Komorek ludzkiej linii raka jelita grubego (HT-29zyto rowniez do okrdlenia
wewmngtrzkomorkowego oraz zewtrzkomorkowego potencjalu  przeciwutlenieggo
owocOw aronii z zastosowaniem testu kometowego. iKVyprzeprowadzonych bada
wskazug, ze fitokompleks owocow aronii wykazuje bardzo sgtabchror przeciwko
wewngtrzkomorkowym oksydacyjnym uszkodzeniom DNA, co z@owynika& z niskiej
biodostepnéci antocyjanow. Niemniej jednak, w warunkaichvitro owoce te przyczyniaj
si¢ do zmniejszania uszkodzeDNA zaindukowanych w tych komérkach przez czynniki
zewretrzne, takie jak nadtlenek wodoru [71].

3.1.2.2. Aktywnd@¢ przeciwrakotwdrcza owocOw aronii czarnoowocowejrakcie bada in

Vivo

Mowigc o wiaciwosciach przeciwrakotworczych sktadnikéw diety riglgpametac,
ze wicksze znaczenie hibadania w hodowlach komoérkowych mdjadania realizowane w
warunkachin vivo. W przypadku fitokompleksu owocéw aronii dgste g wyniki dotyczce
réznych aspektow kancerogenezy. Na przykiad piziu szczuréw sprawdzono czy owoce
te mog by¢ inhibitorem powstawania N-nitrozamin, zwkéw o dziatlaniu mutagennym i
rakotworczym, ktore mag powstawa w przewodzie pokarmowym zwiaitz i ludzi z
niekancerogennych prekursorow — amin i azotandw(IW omawianym modelu
doswiadczalnym jako prekursory endogennych N-nitrozami zwierat zastosowano
aminopiryre oraz azotan(lll) sodu. Zwzki kancerogenne powstate w organizmach szczurow
z grupy kontrolnej przyczynity sido wysgpienia zmian histopatologicznych obserwowanych
w watrobie zwierat. U szczurdw, ktorym jednocgsie podawano sok z aronii
czarnoowocowej (przez 3 kolejne dni w dawce 1 mQ/I0masy ciata), nie stwierdzono
uszkodzé watroby, co bylo wystarczggym dowodem na toze badany sok ochrania
komorki tego organu przed toksycznym wptywem Neazramin [72].

Jak wspomniano wczeiej, jednymi z najlepiej poznanych wewosci owocow
aronii jest ich day potencjat przeciwutleniggy. Jednake wiasciwosci te zostaty
szczegOtowo opisane w literaturze dla testéwwitro, za dla warunkowin vivo mazna
znalee¢  tylko nieliczne przyktady bada potwierdzajcych wysoly aktywnaé
przeciwutleniajcg fitokompleksu owocow aronii. Ale nawet te nieliezdane wskazyj ze

skfadniki tych owocdéw mag przyczynig@ sie do przywrdcenia prawidiowego poziomu
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glutationu, obnionego wskutek proby wysitkowej u szczurow. Zakstwierdzony u tych
samych zwiergt, poddanych intensywnyréwiczeniom, wzrost peroksydacji lipidéw zostat
skutecznie zniwelowany w grupie szczuréw otrzygoygh ekstrakt z aronii w dawce 0,7
mg/kg masy ciata przez 4 kolejne dni [73, 74].

Okazato sj, ze ekstrakt z owocow aronii me odgrywa takze ochrong role w
stosunku do komorek jelita grubego u szczuréw amargch na dziatanie kancerogennego
azoksymetanu. Chemoprewencyjne dziatanie substaolbgcnych w owocach aronii
uwidacznia si w tym przypadku m.in. poprzez niedopuszczanie dansformaciji
nowotworowej, hamowanie aktywfm czynnikéw odpowiedzialnych za stany zapalne, jak
rowniez poprzez dziatanie przeciwutlenjeg oraz zmniejszenie uszkodzerywotywanych
przez RFT. Wyniki tych bada sugeruj, ze owoce aronii bogate w antocyjany mog
zajmowa istotne miejsce wod sktadnikow diety o dziataniu przeciwrakotworoey75].

Kolejna pozycg potwierdzajca korzystne wiéciwosci prozdrowotne antocyjandw
jest publikacja naukowcédw 2Zohn Innes Centrew Wielkiej Brytanii [76]. Poprzez
wprowadzenie gendow kodigych enzymy odpowiedzialne za synteantocyjanow,
pobranych z materiatu genetycznegoziinu wickszego Antirrhinum maju¥, uzyskali oni
odmiare genetycznie zmodyfikowanego pomidora, bogatego ewnéturalne barwniki.
Osigniety poziom syntezy antocyjanédw znacznie przeswa nawet syntez
przeciwutleniaczy wytwarzanych naturalnie przez osvgomidora, w tym te likopenu
wystepujacego w pomidorze w wysokichegeniach. Kolejnym zadaniem byto potwierdzenie
wiasciwosci prozdrowotnychuzyskanych pomidoréw. W tym celu wykorzystano myszy
szczepu C57B16, podatne na rozwoj chorob nowotwgechw(z brakiem aktywriwi genu
supresji nowotworowej Frp53"). W daiwiadczeniach tych zwiegta karmiono pomidorami
zmodyfikowanymi (grupa wkiwa myszy) oraz niezmodyfikowanymi (grupa kontejln
Badania przgyciowe pokazatyze obecné¢ antocyjanéw w pomidorach zmodyfikowanych
genetycznie przyczynitagto znacznego wydheniazycia zwierzt w poréwnaniu do myszy
karmionych niezmodyfikowanymi pomidorami. Kolejnyknokiem, jaki planuj naukowcy,

jest sprawdzenie wptywu ,udoskonalonych” pomidondavorganizm cztowieka [76].

3.1.2.3. Aktywnd¢é przeciwrakotwdrcza owocodw aronii czarnoowocoweghotnikdw

W literaturze mana znale¢ tylko nieliczne informacje na temat aktywico
chemoprewencyjnej fitokompleksu owocow aronii uzZudPrzyktadem danych z tego zakresu
sa wyniki bada przeprowadzonych kilka lat temu z udziatem zdrdwgchotnikow pigcych
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sok kedacy mieszanig sokéw z jabtek, mango, pomacay, aronii oraz jagdd. Zwzkiem
polifenolowym, ktérego zawarié w soku byta w znaezrej przewadze w stosunku do innych
substancji nieadywczych, okazatl si cyjanidyno-3-glukozyd - skladnik owocow
jagodowych. Po kilkutygodniowym okresie picia sakochotnikOw zauw#gno szereg zmian
fizjologicznych. Dotyczyty one m.in.:

— spadku stopnia peroksydaciji lipidow,

— stymulacji mechanizmow odpowiedzialnych za uniegiikoanie wolnych rodnikow,

— redukcji uszkodze DNA limfocytow,

— stymulacji funkcji immunologicznych komérek orgamia.
Zdaniem autorow badatrudno jest oceni biologiczne znaczenie zachadgch zmian
fizjologicznych. Niemniej jednak rodzaj obserwowahyaktywndci jest uwaany za istotny
z punktu widzenia chemoprewencji nowotowrowej. /@ zatem spekulowaze regularne
spaywanie badanych sokow, w tym tak soku z aronii, mogtoby zmniejszyryzyko
rozwoju choréb nowotworowych [77]. Z sajiezszych danych literaturowych wynikae
wzbogacenie diety o sok z aronii neo przeciwdzialé oksydatywnym uszkodzeniom
erytrocytow, indukowanym przez intensywriaviczenia w grupie rowerzystéw aibgj
badaniami [78].

Powyzsze dane sugeg)jze produktyzywnosciowe uzyskane na bazie owocow aronii

mogtyby sté si¢ doskonatym sktadnikiem diety zalecanym w profijad
przeciwnowotworowej, jednak naley w tym zakresie przeprowadzszersze badania z

udziatem ochotnikéw.

3.1.3. Inne wigciwasci biologiczne owocow aronii czarnoowocowej

Oprocz  aktywnéci  zwigzanych z  dziataniem  przeciwrakotwérczym i
kardioprotekcyjnym, fitozwgzki zawarte w owocach aronii charakteryzsgeregiem innych,
korzystnych wiaciwosci. Wykazano bowiemze polifenole te mog przyczynid sie do
obnizenia poziomu glukozy we krwi, co jest bardzo iseotn punktu widzenia profilaktyki
cukrzycy. Widciwos¢ te wykazano w kilku déwiadczeniach przeprowadzonych z
wykorzystaniem szczuréw rasyistar, u ktérych chorob te wywotano poprzez
dootrzewnowe podanie streptozotocyny. Jak sugeaujorzy bad& tagodzenie objawow
cukrzycy u tych zwiergt przypuszczalnie mogto byrezultatem wptywu fitokompleksu
owocow aronii na [40, 79]:

— obnizenie aktywnéci maltazy w btonigluzowej jelita cienkiego,
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— stymulacg wchtaniania glukozy,

— zwigkszenie intensywrigi wydzielania insuliny,

— obnienie poziomu stresu oksydacyjnego.
Analogiczne badania przeprowadzono z udzialem adwivupcych na insulinoniezaheg
post& cukrzycy. Spaywanie przez pacjentow soku z owocow aronii wdld®200 mL przez
okres 3 miesicy okazato si by¢ efektywnym sposobem obxeinia poziomu glukozy we Krwi.
Oznacza toze fitozwigzki zawarte w owocach aronii mpgvspomagé terape cukrzycy
[80].

W ostatnich latach pojawity girowniez doniesienia o tymze owoce aronii mag
odgrywa& pomocn role w leczeniu otytéci u ludzi [81].

Z kolei wyniki bada, podczas ktérych indukowano uszkodzenia tkaniiroty u
szczurow za pomadetrachlorometanu [82] lub aminopirydyny i azotdhHusodu [72], albo
kadmu [83], wykazalyze wzbogacenie diety tych zwigtav polifenole obecne w owocach
aronii zmniejsza histopatologiczne zmiany w kom@tkasgtroby[72, 82, 83].

Wedtug innych donieste literaturowych polifenole obecne w owocach arorii,
zwlaszcza antocyjany, mggtagodzé skutki promieniowania jonizggego (gamma) u
krolikow i myszy. To korzystne dziatanie fitozygkdw objawia si m.in. zmniejszeniem
poziomu anionorodnika ponadtlenkowego oraz norraejiz liczby leukocytow [84].
Podobne, korzystne wdeiwosci tagodzenia choroby popromiennej zaobserwowammie.

u szczurow [85, 86]. Ponadto udowodniorie, antocyjany pochodze z owocOw aronii
aplikowane w postaczelu mog efektywnie chrord skok szczuréw przed dawkami
promieniowania ultrafioletowego, znacznie przekeggzymi tzw. dawk rumieniowy [87].
Mozna zatem wnioskowa ze produkty otrzymane na bazie tych owocdéw powingy b
polecane osobom nai@nym na niekorzystne czynniki ryzykeodowiskowego.

Podczas kolejnych eksperymentow z wykorzystaniegzwspw udowodnionoze
wzbogacenie diety w skfadniki owocOw aronii #roprzyczynia sie do zmniejszenia
uszkodzé btony sluzowej zotadka (owrzodzs). Efekt tenswiadczy o tym,ze fitozwigzki
obecne w tych owocach charakteryzgje wtasciwosciami przeciwwrzodowymi [74, 88,
89].

Z innych prozdrowotnych wiaiwosci warto wspomnié&, ze sktadniki owocow aronii
w warunkachin vitro wykazup aktywna¢ bakteriostatyczn w stosunku do bakterii
Staphylococcus aureusscherichia colioraz przeciwwirusoww stosunku do wirusa grypy
typu A [26]. Ponadto fitokompleks owocow aronii wigczeniu z pektynami pochogizymi z

jabtek ma aktywng& immunomodulacyjp. Wiasciwos¢ te wykazano podczas bata
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przeprowadzonych z udziatem kobiet poddanych ratagii po operacyjnym leczeniu raka
piersi. Okazato gi ze u tych kobiet, ktére przyjmowaly koncentrat otrany z owocow
aronii oraz pektyny otrzymane z jabtek, zngx wzrdést poziom limfocytow T, co jest
korzystnym efektem z punktu widzenia terapii praemwotworowej [90]. Sugeruje i
rowniez, ze antocyjany obecne w tych owocach mqupprawi@ ostré¢ wzroku oraz
prawdopodobnie przyczyniggie do przeciwdziatania innym chorobom oczu [5].
Podsumowujc, mana stwierdzi, ze owoce aronii g nieocenionym zrodiem
fitozwigzkow, ktorych korzystny i wielokierunkowy wptyw narganizm ludzki jest jow
pewnym stopniu poznany. Niemniej jednak naukowcgjgzdobie spraw z koniecznéci

przeprowadzania dalszych, bardziej szczegétowydaba udziatem ludzi.

4. Wiciokrzew siny — odmiany, opis botaniczny, zawto §¢ zwigzkow bioaktywnych

Wiciokrzew siny [onicera caeruleal.), nalezacy do rodziny przewiertniowatych
(Caprifoliacea@, jest krzewem pochodeym z poétnocno-wschodniej Azji [7]. Bywa #e
nazywany suchodrzewem jadalnym lub suchodrzewemnsirRysunek | 9 przedstawia
wyglad jego kwiatow oraz owocow.

W Polsce do najbardziej znanych odmian wiciokrzemego nales [91]:

— LoniceracaeruleaL. var.edulisTurcz. ex Herder — suchodrzew jadalny,

— Loniceracaeruleal. var.kamtschaticé&Sevast. — suchodrzew kamczacki.

Rysunek | 9.Wyglad kwiatéw (A) oraz owocow (B) wiciokrzewu sinego.

Oprocz prawidtowej botanicznej nazwy (wiciokrzewygircslina ta nazywana jest popularnie
jagody kamczack, bez rozranienia na krzewy pochodee od suchodrzewu jadalnego czy
kamczackiego. Do najbardziej znanychliro z tego gatunku, ktore uprawiang w Rosji,
zaliczy¢ mazna odmiany o nazwach [91, 92, 93]:

— Dlinnoptodna,
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— Czelabinka,

— Czerniczka,

- lzjuminka,

- Smolinska,

- Woloszebnica,

— Sinigtaska.
W Polsce rélina ta uprawiana jest od niedawna. Niemniej jedpekwyselekcjonowano tu
nowe odmiany wiciokrzewu sinego nagtg s¢ do zakladania plantacji. Do odmian, ktore
wyprowadzono w naszym kraju n2dg91, 93, 94]:

- ,Wojtek” (odmiana nr 3),

- ,Jolanta’ (odmiana nr 2),

- ,Brazowa” (odmiana nr 30),

- ,Zielona” (odmiana nr 46),

- ,Czarna’,

- At

- ,Duet’,

- .Warszawa’,

— odmiany o numerach 15, 38, 44.

Krzewy wiciokrzewu sinego wzrastajdo okoto 1 — 3 m wysokoi [95]. W
przypadku tej réliny istotny jest faktze maze ona rosg na glebach niskiej klasy. Ponadto,
jest odporna na mrozy i susp1]. Jej lécie g ciemnozielone, drobne Iupedniej wielkdci,
migkkie i map wygicte blaszki. Okres kwitnienia wiciokrzewu sinego ypada na bardzo
wczesn wiosre [92], z& owoce pojawig Sic na przetomie maja i czerwca [91]. Owoce o
ksztalcie walcowato — elipsoidalnym mypgsihgat diugas¢ do 30 mm isrednie; do 10 mm.
Maja barwe granatowy i pokryte g nalotem [92].

Owoce wiciokrzewu sinego as bogatym zrédtem antocyjanéw, a zwilaszcza
cyjanidyno-3-glukozydu. W mniejszych $ldach obecneasw nich réwnie inne zwazki
polifenolowe [7]. List najwaniejszych fitozwazkow obecnych w owocach wiciokrzewu
sinego zestawiono w tabeli | 4. Owoce dgg®wniez zrodiem witaminy C oraz wyspujacych
w mniejszych ilgciach witamin z grupy B, a tak makroelementéw takich, jak: potas, fosfor,
wam, magnez [7].

Owoce wiciokrzewu sinego byty do tej pory przedramttylko nielicznych bada

naukowych. Przyjmuje sji ze swoje wiaciwosci prozdrowotne, a w szczegokod
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przeciwutleniajce, owoce te zawdgizap m.in. wysokiej zawartei antocyjanow. Ména
zatem oczekiwg ze aktywndci chemoprewencyjne, wykazywane przez teazwii beda
rowniez obserwowane w tym przypadku. Bk zdolngci wychwytywania wolnych
rodnikdw owoce te magprzeciwdziatd np. powstawaniu nowotworow czy chorobom serca
[96]. Wiasciwosci prozdrowotne wiciokrzewu sinego bardziej szciegd omodwiono w

kolejnym rozdziale (4.1).

Tabela | 4. Najwazniejsze zwizki polifenolowe zidentyfikowane w owocach wiciokrzu sinego [7].

GRUPA POLIFENOLI ZIDENTYFIKOWANE ZWI AZKI
cyjanidyno-3-glukozyd
cyjanidyno-3,5-diglukozyd
peonidyno-3,5-diglukozyd
cyjanidyno-3-rutynozyd
peonidyno-3-glukozyd
antocyjany pelargonidyno-3-glukozyd
delfinidyno-3-rutynozyd
delfinidyno-3-glukozyd
pelargonidyno-3,5-diglukozyd
peonidyno-3-rutynozyd
pelargonidyno-3-rutynozyd

kwercetyna
flawonole kwercetyno-3-glukozyd
kwercetyno-3-rutynozyd
flawan-3-ole epikatchina
flawony apigenina

kwas chlorogenowy
kwas kawowy
kwas ferulowy
kwasy fenolowe kwas gentyzynowy
kwas rozmarynowy
kwas wanilinowy
kwasm-Kkumarowy ip-kumarowy

Podsumowujc, naley podkreli¢, ze konsumpcja owocéw wiciokrzewu sinego jest
mato popularna w Europie. Jedaak zainteresowanie tymi owocami wiiwzrasta zarowno
w osrodkach naukowych, jak i é0d konsumentow. Sytuacja taka spowodowana jest nie
tylko obecnécig zwigzkOw biologicznie aktywnych w tych owocach, ale nie ich

walorami smakowymi.
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4.1. Wigciwasci biologiczne owocdw wiciokrzewu sinego

Jak ju wspomniano, wyniki badaostatnich lat dowodgz ze owoce wiciokrzewu
sinego, mog by¢ cennym zrédiem zwizkow (zwlaszcza antocyjandw) o dziataniu
prozdrowotnym [7]. Fitokompleks tych owocéw chaeakizuje s silnymi wiasciwosciami
przeciwutleniaggcymi [97]. Przykladowo, w warunkachn vitro z wykorzystaniem
mikrosomow pochodcych z watroby szczurOw oraz przyzyciu komorek srodbtonka
naczy zylnych ludzkiej gpowiny (HUVEC), ktére traktowano ekstraktem otrzymm z
owocOw wiciokrzewu sinego, stwierdzono korzystne iaam w wyr&nikach stresu

oksydacyjnego (tabela | 5) [98].

Tabela | 5. Wplyw ekstraktu z owocdw wiciokrzewu sinego na zmianyi@oz markerow stresu
oksydacyjnego w mikrosomach atkoby szczuréw oraz komoérkacfrodbtonka naczy zylnych

ludzkiej pzpowiny [98].

EFEKT OCHRONNY

MATERIAL BIOLOGICZNY EKSTRAKTU Z OWOCOW WICIOKRZEWU SINEGO

_ zahamowanie peroksydacji mikrosoméw
mikrosomy wtroby szczurow _ _ o B
zapobieganie utlenieniu frakcji cholesterolu LDL

obnizenie poziomu dehydrogenazy mleczanowej
(biorgcej udziat w peroksydacii lipidéw)
komorki srédbtonka naczy . . o N
. L ) zapobieganie utlenieniu frakcji cholesterolu LDL
zylnych ludzkiej gpowiny
spadek stzenia substancji reagigych z kwasem

tiobarbiturowym (produktéw peroksydacji lipidow)

Wyniki przeprowadzonych baflasugeruy mazliwos¢ wykorzystania owocow wiciokrzewu
w profilaktyce chorob o etiologii wolnorodnikowe9g]. Wykazano rownie ze fitozwigzki
obecne w owocach wiciokrzewu sinego mogeinc rolg naturalnego czynnika
przeciwdrobnoustrojowego w przypadku takich mikg@orizmow, jak:

— Candida parapsilosis,

— Staphylococcus epidermidis

— Escherichia coli

— Enterococcus faecalis

— Streptococcus mutans
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Powyzsze dane mag stanowé istotne informacje o potencjalnych #hivosciach
wykorzystania tych owocow zaréwno w przeseyspaywczym, jak i w medycynie [97].

Podobnie jak to ma miejsce w przypadku aronii, zik@zki zawarte w owocach
wiciokrzewu sinego magprzyczynia sic do ztagodzenia ostrych stanéw zapalnych oczu. W
przeprowadzonych dwiadczeniach wykorzystano szczury, u ktorych zakesvano stan
zapalny naczyniéwki oka, po czym ddnie wstrzykiwano zwiergom ekstrakt z owocow.
Po okresie 24 godzin od momentu rozpo@ eksperymentu zwiegta usmiercono i z ich
gatek ocznych pobrano ciecz wodpjstv ktorej oznaczono m.in. poziom tlenku azotu,
czynnika nekrozy nowotworow (TNF-o) i prostaglandyn, dmacych markerami stanu
zapalnego. Analogiczne badania przeprowadzonoimliakbmérkowej mysich makrofagow
(RAW264.7). W komorkach tych wywotano stan zapalmykubowano je w obecroi lub
pod nieobecri® ekstraktu z owocéw wiciokrzewu sinego. Dla poromiaa komorki
traktowano réwnig roztworami najwaniejszych zwazkdébw z grupy polifenoli,
wystepujacych w tych owocach, a minowicie: cyjanidyno-3-giaigdu, cyjanidyno-3-
rutynozydu i kwasu chlorogenowego. W wyniku przepadzonych déwiadcze okazato s,
ze ekstrakt z owocow wiciokrzewu sinego przyczynia do redukcji poziomu markeréw
stanu zapalnego zaréwno w cieczy wodnistej gatetnyh, jak i w komorkach mysich
makrofagow. Co ciekawe, tego efektu praktyczniezaiebserwowano w przypadku komorek
traktowanych za pomacroztworéw zwgzkow polifenolowych (cyjanidyno-3-glukozydu,
cyjanidyno-3-rutynozydu i kwasu chlorogenowego). Ay tych bada dowiodtly, ze
dziatanie przeciwzapalne jest spowodowane nie prggzolowane fitozwazki wyskpujace
w owocach wiciokrzewu sinego, lecz przez jego ¢édkompleks [99]. Podobnie, aktyw#o
przeciwzapalg, obok widciwosci przeciwutleniaggcych polifenoli wysgpujacych w tych
owocach, potwierdzono zyciem jako modelu ludzkich fibroblastow dget w warunkacin
vitro. Jak sugeryj autorzy bada jest to informacja istotna z punktu widzenia pabtyki
choréb jamy ustnej o etiologii bakteryjnej [100].

Frakcja fenolowa pochodea z owocow wiciokrzewu sinego e peiné funkcje
ochronn przeciwko promieniowaniu UVA [101] oraz UVB [110co wykazano na
przyktadzie ludzkich keratynocytbw HaCaT. Na podsta uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze polifenole obecne w tych owocach przyczynigic do ochrony
keratynocytow przed promieniowaniem UVA poprzez azabwanie powstawania RFT, co
skutkuje obnieniem poziomu peroksydacji lipidow wegire komorek oraz wzrostem

stezenia zredukowanej formy glutationu [101]. Natomiast wyniku przeprowadzenia
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doswiadczé, w ktorych ludzkie keratynocyty poddano dziatamtomieniowania UVB
zauwaono,ze fitozwigzki pochodzace z owocow wiciokrzewu sinego majptyw na [102]:
— redukcg stopnia uszkodZeDNA,
— zmniejszenie aktywrigi kaspazy-3 oraz kaspazy-9 (enzymow odpowiedz@raa
stymulacg czy hamowanie programowarsepierci komorki — apoptag),
— zahamowanie tworzenia RFT i RNS,
— czsciowe zahamowanie ekspresji interleukiny IL-6¢ddcej czynnikiem
antyapoptotycznym,
— ograniczenie proliferacji keratynocytow.
Rezultaty tych badea pokazuy, ze fitokompleks pochodzy z owocow wiciokrzewu
jadalnego mge ochrania ludzkie keratynocyty przed szkodliwym promieniovem.
Jednalke autorzy déwiadczeér zdap sobie spraw z tego,ze powyszy tez nalezy rowniez
udowodné¢ przeprowadzag kolejne eksperymenty w warunkachvivo [102].

W wyniku bada ukierunkowanych na chemoprewenoowotworow wykazanoze
wodny ekstrakt z owocow wiciokrzewu sinego przydayse do zredukowania objosci
guza nowotworowego podczas jego stadium wzrostzcausow [103]. W déwiadczeniach
tych podawanie zwiegtom ekstraktu z tych owocéw przez 3 tygodnie prdedicsniowg
implantacy guza powodowato jego pogkiszenie. Taka sytuacja sugeruje, fitozwigzki
owocOw wiciokrzewu sinego nie zapewniagitugoterminowego efektu ochronnego. U
zwierzt, ktorym podawanie ekstraktu z owocéw rozpdoav momencie implantacji guza,
rowniez obserwowano nasilenie wzrostu. W tym przypadkunggd powekszenie jego
objetosci byto mniejsze i w grupie kontrolnej szczuréw (nieotrzymogj ekstraktu z
owocow). Przedizenie czasu podawania ekstraktu skutkowato roavniedukci
przeciwrodnikowych mechanizmow obronnych w komobkékkanki guza nowotworowego
oraz, co zaskakage, przyczyniato gi do zwkkszenia poziomu stresu oksydacyjnego w
komorkach tkanek otaczgych go. Wedlug autorow bafla spazywanie naturalnych
sktadnikébw diety takich, jak owoce wiciokrzewu gioe mae przyczynt sig do
zmniejszenia ryzyka powstawania nowotworow oraz tagodzenia skutkéw ubocznych
chemioterapii przeciwnowotworowej. Niemniej jednakarto jest doktadniej rozwsc
zaréwno okres podawania, jak idboowocow tak, by podczas leczenia unikmadmiernej
produkcji RFT [103].

Istniejg przypuszczeniaze ze wzgddu na charakterystycznzawart@é¢ polifenoli

(zwtaszcza antocyjandéw), owoce wiciokrzewu sinegmygrstanowé nowy skiadnik diety o
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wiasciwosciach  kardioprotekcyjnych, przeciwdziad@ych miadzycy, naddcénieniu,
obnizajacych poziom glukozy we krwi, poprawigych ostré¢ widzenia [97]. Niemniej
jednak istnieje potrzeba przeprowadzenia ¢lmgych bada naukowych, aby mdiwe byto
potwierdzenie i udokumentowanie pawggych przypuszcze Taka sytuacja stwarza zhi
pole do popisu nie tylko zespotom badawczym znyéh srodowisk naukowych, ale rowrie
jednostkom z otoczenia gospodarczego. Owoce windvim sinego, ze wzglu na swoj
sktad fitozwhzkOw oraz walory smakowe, mogtyby &tasie doskonatym surowcem
wykorzystywanym do wyrobu nowych produktow sgpeczych, docierajcych do
konsumentoéw coraz bardziej skionnyéwiadomie komponowa zestaw spoywanych

wyrobow.

5. Wplyw warunkéw przetwarzania roslin jadalnych na zawartos¢ zwigzkow

polifenolowych

Jak juz wczeniej wspomniano, ogromne znaczenie w patologii wighoréb, w tym
choréb ukladu kzenia oraz nowotworow, ma stan przewleklego streksydacyjnego.
Niekorzystnemu zjawisku zekszenia intensywrigci produkcji RFT mog zapobiegé
naturalne przeciwutleniacze pochodzeniglinoego. Naley tutaj podkréli¢, ze czs¢ tych
Zwigzkow jest dostarczana do organizmu w postaci paéw warzywnych lub owocowych.
Istotny jest jednak faktze procesy produkcji magprzyczynid@ sic do obnkenia jakdci
zdrowotnej produktéw finalnych w stosunku do suréwavyjsciowych. Jak pokazagjwyniki
bada naukowych, wplyw warunkéw przetwarzania na detavosci finalne produktéw
zywnosciowych mae dotyczy:

— skiadu flawonoidéw, czego przyktadem wyniki bada przeprowadzonych przez
zespot profesora Jana Oszhskiego z Akademii Rolniczej we Wroctawiu, ktore
wskazug na obnienie zawartéci zwigzkow fenolowych w klarowanym soku z
jabtek w poréwnaniu z sokiemgimym [104];

— profilu przeciwutleniaczy — dowodem m® by catkowita zmiana skiadu
przeciwutleniaczy w trakcie procesow kiszenia izegvania kapusty [105];

— zmiany aktywnéci biologicznej — przyktadem magby¢ m. in. wyniki bada
przeprowadzonych na Wydziale Chemicznym Politeahi@kiaaskiej, dotycace
poréwnania przeciwutleniggych wiaciwosci soku z buraka z innymi degnymi
handlowo produktami zawiergymi to warzywo, ktére pokazatyze wszystkie

przebadane dagine handlowo produkty wykazywatly znacznie abngy lub wrecz
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tracity aktywnda¢ biologiczry w stosunku do tej, jakwykazujeswiezy sok z buraka
[106].
Te obserwacje wskazyujak istotny dla zachowania waftw zdrowotnych rélin jadalnych
jest sposob ich przetwarzania, a co za tym iddezladne staje si przeprowadzenie badla

weryfikujacych wptyw obecnie stosowanych technologii wytwaragrzetworow.

5.1. Przetwarzanie owocow jagodowych

Wazng pozycg wsrdd substancji o charakterze przeciwutleniaczy mgjrfitozwiagzki
znajdugce s¢ w owocach jagodowych. Jak wiadomo, znacznrgdcz tych owocow dociera
do konsumentéw w formie przetworzonej — w postamiogyych wyrobéw takich, jak np.
soki, dzemy, konfitury. Niestety esto podczas otrzymywaniazamych form produktéw, w
ktorych wykorzystuje si owoce jagodowe, ¢%¢ fitozwigzkOw znajdujcych s¢ w surowcu
(zwtaszcza antocyjandéw) ulega degradacji, co jestvguem obnienia widciwosci
przeciwutleniagcych wyrobéw finalnych [107]. 8t tez powanym wyzwaniem dla
przemystuzywnaosciowego jest konieczrié zachowania cennych wg@wosci biologicznych
surowcow w trakcie proceséw obrébki technologiczistpowanie to powinno stasie
tym wazniejsze,ze w ostatnich latach zdecydowanie podniosia@siadomaé konsumentow
w odniesieniu do jakai zywnosci oraz jej waloréw zdrowotnych.

Kluczowym zadaniem stggym przed zaktadami przemystu spwczego jest zatem
opracowanie i wdrzenie odpowiednich technologii przetwarzania taky ab koncowym
efekcie uzyska& produkt o jak najmniej zmienionym skladzie w stdew do surowca
wyjsciowego, co pozwolitoby na zachowanie cennychsen@osci biologicznych owocow

jagodowych.

5.1.2. Czynniki wptywage na zawart@’ zwigzkow polifenolowych podczas produkcji

przetworéw z owocow jagodowych

5.1.2.1. Wybér surowca

Podczas wyboru surowcow do produkcji przetworow caveych trzeba bapod uwag
to, ze na stabiln& fitozwigzkdw w nich obecnych majptyw charakterystyczne cechy tych
owocow takie, jak:

— budowa czsteczek fitozwjzkow w nich obecnych oraz interakcje peday nimi —

stwierdzono,ze procesy glikozylacji antocyjanidyn oraz ich acjilag czynnikami

37



CZESC TEORETYCZNA

odpowiedzialnymi za utrzymanie stabilnej konformaajtocyjandw oraz tworzenie
kompleksow midzy soly oraz z innymi polifenolami, co dodatkowo wplywa ica
trwatos¢ [108];

— obecné¢ enzymow w owocach — wykazange enzymem, ktory nmi@ przyczynia
sie do degradacji zarowno antocyjanow, jak i innychazkow z grupy polfenoli jest
m.in. polifenolooksydaza [109],

- zawartd¢ witaminy C, ktoéra wykazuje ochronne dziatanie wossinku do
antocyjanéw (poprzez redukcjich wczdéniej utlenionych form), jednale w
obecndgci tlenu mae powodowa degradagj tych fitozwigzkow [110].

5.1.2.2. Dojrzewanie, czas zbioru, oczyszczanaekop/anie owocow jagodowych

Kolor jest jednym z gtdwnych wyznacznikéw dojrzadn jak i swiezosci owocow.
Podczas ich dojrzewania obserwuje ainiany w s¢zeniach barwnikow. Pogkowo owoce
majg kolor zielony, co jest wynikiem obecéw chlorofilu jako gtéwnego pigmentu.
Nastpnie jego sizenie spada, podczas gdy zkdza st zawartéé karotenoidow i
antocyjanéw, ktére nadajowocom barwy odzoitej, poprzez czerwani niebiesk, az do
prawie czarnej. Owoce zebrane przedygisicciem dojrzatéci, charakteryzuj sic mniejsz
zawartdcig barwnikdw, a co za tym idzie stabszymi wdavosciami prozdrowotnymi.
Przedwczénie zebrane owoce mgg uzysk& intensywniejszy kolor w trakcie
przechowywania w temperaturze pokojowej i w warwhkadpowiedniego nastonecznienia
[111].

Oczyszczanie owocow jagodowych oraz ich sortowanezenie i pakowanie musi
by¢ wykonane w sposOb zapewnigy uniknicie sttuczé prowadacych do utraty barwnika
w miejscach tych uszkodz¢111].

5.1.2.3. Przechowywanie owocéw jagodowych

Jednymi z najwaniejszych parametrow przechowywania owocOw jagodibwg
optymalna temperatura i okres magazynowania. W mkach chtodniczych (w temperaturze
okoto 0 °C)swieze owoce mog by¢ przechowywane nawet przez okres kilku tygodni (w
zaleznoéci od owocu) praktycznie bez utraty zwkow o charakterze przeciwutleniaczy
[112]. Podwyszenie temperatury do kilku stopni lubztdo okoto 20 °C skutkuje uteat

antocyjanéw odpowiednio do 20 % oraz ponad 60 %][1Malezy réwniez doda, ze niskie
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temperatury przechowywania oraz mmaie i rozmraanie owocdéw jagodowych nie
powodup znacacych ubytkow antocyjanéw [113].

Obok odpowiedniej temperatury przechowywania owogagodowych, nie bez
znaczenia jest rownieodpowiednio dobrany skiad atmosfery w komorze ghpevalniczej.
Przechowywanie owocéw w kontrolowanych warunkachfagzcza o niskiej zawada
tlenu (rzdu kilku procent) oraz ditlenku ¢gla (nie wyszej zawartéci niz 15 %), mae

powodowa wzrost zawartéci zwigzkow polifenolowych [114].

5.1.2.4. Przetwarzanie owocdow jagodowych

Drobne owoce jagodowe powinnoe sprzetwarza w przecggu kilku godzin po
zbiorze [110]. Podczas obrobki wghej stosuje si szereg operacji mechanicznych, ktore
przyczyniaj sie niekiedy do drastycznych strat cennych gakdbw biologicznie aktywnych.
Przyktadem tych zabiegéw e by¢ [115]:

— obieranie (usuwanie skorek) owocow zawigtggh due ilosci zwigzkow
polifenolowych,

— usuwanie nasionghacychzrodiem nienasyconych kwasow tluszczowych,

— krojenie, siekanie, mialzenie, ktére mog powodow& utlenianie fitozwazkow
wystepujacych w owocach.

W celu zwekszenia wydobycia cennych sktadnikdw z owocowstz stosuje §i
obréblke enzymatycza surowca z zastosowaniem np. enzymow pektynolitycarczy te
celulolitycznych. Ich dodatek podczas produkcji®ekna wptyw na:

— uptynnienie owocow i zwkszenie wydajn&ci uzysku soku,

— unikniecie wytworzenia warstwyelowej,

— popraw koloru i stodkdci.
Niewtasciwie dobrane enzymy magednake powodowa hydrolize wigzan glikozydowych
antocyjanéw, co znagezo wptywa na zmiagibarwy produktéw [116].

Do produktow uzyskiwanych na bazie owocow jagoddwgiodaje si bardzo czsto
cukier [110] i inne dodatki takie, jak np. ditlenslarki, kwas rozmarynowy [117], a tak
niewielki dodatek pektyn, ktore maajznaczenie dla stabilda antocyjandéw [118]. W
przypadku demow uzyskanych na bazie owocow jagodowych e stabilnéci moze
spowodowa dodatek kwasu askorbinowego, ktéry przyczyn¢adsi degradacji antocyjanow
[111].
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Najbardziej jednak destruktywnym czynnikiem w m@sie przetwarzania owocow
jagodowych jest wysoka temperatura. Przykladowo arté¢ antocyjandw w
pasteryzowanym soku z borowki amerfkkie] stanowi zaledwie 32 % tych zmkow
obecnych wéwiezych owocach. Chopoddanie owocow termicznej obrobce poprawia np.
kolor, smak i zapach, jak rowriezapewnia bezpiec#stwo mikrobiologiczne, to jednak
przyczynia s} tez do znaczcej utraty antocyjandéw. Z drugiej strony, krotkoste
ogrzewanie mze powodowa inaktywacg enzymdéw wysipujacych w tych owocach, co
wptywa ochronnie na zawai® polifenoli w produkcie finalnym. Z powgzych wzgtdow
podczas procesu obrobki wea jest optymalizacja i kontrola temperatury [111].

Straty zwizkéw polifenolowych réwnigz obserwowane gs rowniez np. podczas
procesu zagszczania SOkOw przez odparowanie. Lepszym sposoliezata si by¢ metoda
kriokoncentracji, ktéra polega na wymeaiu wody, a nagpnie oddzieleniu jej od roztworu
[110].

Podczas przechowywania produktow otrzymanych reiebawocéw jagodowych
degradagj antocyjanow mge powodowa [111]:

— naraenie wyrobu ndwiatto widzialne i promieniowanie UV,

— okres przechowywania tych produktow - przykladowo pazypadku sokow
przechowywanych w temperaturze 4 °C przez 3 guesistraty antocyjanéw
wynosity okoto 15 %.

Majac na uwadze powgze informacje, mma stwierdzi, ze odpowiednia kontrola
proceséw obrobki owocéw jagodowych powinna¢ssg waznym celem dla producentow
przetworéw owocowych. Zabiegi z tym zmwane doprowadzityby do zmniejszenia strat
zZwigzkdw o charakterze przeciwutleniaczy w produktaicialhych, co podniostoby jaké
zdrowotry tych wyrobOw i przez co stanowityby one atrakgypferte dla coraz bardziej

wymagagcych konsumentow.

5.2. Przetwarzanie owocOw aronii czarnoowocowe]

Jak ju wczeniej wspomniano, owoce aronii wykazugzczegolne wkiwosci
prozdrowotne, gtéwnie dgki wysokiej zawartéci antocyjanéw [25]. $ one doskonatym
surowcem do przetwarzania, a gotowe wyroby stamowinaszym kraju way produkt
eksportowy. Wiadomo jednake podczas procesdw obrobki owocdw niezmiernienygest
dobdr odpowiednich metod przetwarzania surowcaltgkzmniejszy straty znajdujcych sé

w nim zwigzkow aktywnych biologicznie.
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W literaturzeswiatowe] mana znaleéc¢ tylko nieliczne wzmianki na temat wptywu
procesu przetwarzania owocéw aronii na zawartpolifenoli w wyprodukowanych
wyrobach. Te dogpne dane wskazajze podczas produkcjizému na bazie tych owocéw
pasteryzacja produktu przez 5 minut wywotuje gtrakoto 15 % catkowitej zawarfoi
antocyjanéw. Co wkej, przedtaenie czasu tej operacji do 15 minut powodag@eten spadek
osigga poziom rzdu 40 % pocatkowej zawartéci tych zwigzkow. Okazato si réwniez, ze
czas ogrzewania ma mniejszy wptyw na zaw&rtdlawonoli, poniewa w obydwu
przypadkach nagpuje utrata 35 % catkowitej zawastd zwigzkOw z tej grupy. Bardziej
stabilne okazuj sie by¢ kwasy fenolowe, gdyogrzewanie przyczynia¢ido zmniejszenia
zawartdci tych zwigzkow w produkcie zaledwie o 5 %. W sokach otrzynwdinyg owocow
aronii odnotowanoa75 — 80 % spadek zawadtd polifenoli. Szczegdblnie niska okazuje si
by¢ zawartd¢é zwigzkdbw z grupy procyjanidyn, odpowiadap zaledwie 10 — 15 % Hoi
tych substancji wysgpujacej w surowcu. Nieznacznie wgzy poziom polifenoli podczas
produkcji soku uzyskano poprzez dodatek enzyméwktypazy i celulazy), ktore
przyczyniaj siec do zwkkszenia uzysku soku z miazgi [119].

Podsumowujc, naley podkréli¢, ze specjakici z zakresu wiedzy @ywnosci i
technologii wytwarzania produktomywnosciowych dysponuj stosunkowo diym zasobem
informacji zarébwno na temat wde@wosci prozdrowotnych fitozwizkédw obecnych w
owocach jagodowych [120], jak i przetwarzania tgeyocow [111]. Niemniej jednak, obecny
stan wiedzy, obejmagy informacje na temat aktywsm zwigzkdw wystpujacych w
owocach aronii oraz ich obrébki, dotyczy gtownie cméw nieprzetworzonych, natomiast
praktycznie brak jest danych na temat wptywu procpszetwarzania na ich wd@wosci
biologiczne.

J&li zas chodzi o owoce wiciokrzewu sinego, to dgste g tylko nieliczne dane
literaturowe na temat wdaiwosci prozdrowotnych ich fitokompleksu. Catkowicie krgest
informacji dotycacych wptywu obrébki tych owocdw na aktywdtabiologiczry obecnych w
nich zwizkow z grupy polifenoli.
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Sposob ogywiania naley do najwaniejszych czynnikbw wptywarych na zdrowie
spoteczéstwa. Wyniki bada przeprowadzonych w ostatnich kilkudzigsu latach wskazy)j
na to,ze szczegolne znaczenie w tym zakresiezgvanos¢ pochodzenia &innego, flgdaca
zrodtem substancji aywczych, nieodywczych oraz fitozwgzkow o korzystnym wptywie na
organizm cztowieka. Doniesienia naukowe doggezprozdrowotnych sktadnikOaywnaosci
pokazug, ze jednym z najcenniejszyciddet zwhzkdéw o dziataniu biologicznymgsowoce
jagodowe. Stanowione doskonaty sktadnik diety, way z punktu widzenia profilaktyki
chorob nowotworowych oraz choréb uktadgdenia. Zazwyczajgsone spaywane w postaci
swiezych owocow lub w formie przetworzonej takiej, jadksczy konfitury [111].

W literaturze swiatowej pojawia si coraz wecej prac péwieconych przemianom
zwigzkow polifenolowych w trakcie przetwarzanigywnosci, w tym rownig owocow
jagodowych. Z doniestetych wynika,ze przetwdrstwo mie przyczynia sig zaréwno do
obnizenia, jak i podwyszenia zawartei okreslonych substancji w produkcie finalnym, a
takze do powstania nowych zyzkow [111].

W ostatnich latach na Wydziale Chemicznym PolitéddhrGdanskiej rownie
prowadzone $ prace badawcze mage na celu sprawdzenie wplywu przetwarzania na
zawartd¢ fitozwigzkbw w wybranych rélinach jadalnych [105]. Ich kontynuacjsa
doswiadczenia zaplanowane w ramach niniejszej rozpm@dokyorskiej.

Badaniami ohjto dwa gatunki réin, ktérych owoce zaliczanes slo jagodowych, a
mianowicie — arori czarnoowocow oraz wiciokrzew siny. Po¢ljo prace, ktére majna celu
sprawdzenie wplywu sposobu przetwarzania na sklagtasciwosci biologiczne tych
owocOw. Badania te gsprzede wszystkim ukierunkowane na identyfikagitownych
przeciwutleniaczy w surowcu i produktach otrzymdnyna bazie owocow aronii i
wiciokrzewu. Takie podégie pozwoli na uszczegotowienie informacji na tens&tadu
wybranych fitozwizkow w r&nych produktach spggywczych otrzymanych z tych owocow.

Wyniki prac badawczych ¢ola mogty by wykorzystane przez zaktady przemystu
spaywczego do monitorowania zachowawsézioprocesow produkcyjnych. Unalbwi to
dobor odpowiednich warunkéw obrobki, a mianowi@kith, ktdre pozwal na zachowanie
cennych wiaciwosci prozdrowotnych owocow aronii i wiciokrzewu w fapwych
produktach. Wyniki zaplanowanych badakda moglty roéwnie przyczynt sie do
dostarczenia informacji pomocnych w opracowaniu yww ,inspirowanych biologicznie”
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(tzn. bionc za podstaw znajomd¢ biologicznie istotnych aktywr$oi) produktow
spazywczych na bazie owocow aronii i wiciokrzewu.

Podsumowujc, nadrzdnym celem pracy doktorskiej realizowanej w ram&aindium
Doktoranckiego przy Wydziale Chemicznym jest dlarie wplywu zmiany skfadu
fitokompleksu na whciwosci przeciwutleniajce owocdw aronii czarnoowocowej oraz
wiciokrzewu sinego w trakcie przetwarzania. Praaddwcze bda wykonywane w dwoéch
osrodkach naukowych, a mianowicie na Wydziale Chemjoz Politechniki Gdaskiej oraz
na Uniwersytecie w Oslo.

W ramach rozprawy planujegsivykonanie nagpujacych zada:

— opracowanie procedury oznaczania substancji o aiatbiologicznym w probkach
swiezych owocow aronii czarnoowocowej i wiciokrzewu gjoeoraz produktéw z
nich otrzymanych,

— poréwnanie sktadu polifenoli, profilu zgikdw o charakterze przeciwutleniaczy oraz
wiasciwosci przeciwutleniaggcych probekswiezych owocow aronii i wiciokrzewu
sinego pochodcych z r@nych upraw zlokalizowanych na terenie Polski oraz w
przypadku owocdw aronii ze zbioréw zznich lat,

— ocena zmian skiadu polifenoli, profilu zygkéw o charakterze przeciwutleniaczy
oraz wiaciwosci przeciwutleniaicych prébek owocow aronii lub wiciokrzewu
podczas przetwarzania,

— ocena aktywngi cytotoksycznej i genotoksycznej wybranych probskiezych
owocOw aronii i wiciokrzewu oraz produktéw z nictizymanych,

— sprawdzenie ochrony wybranej linii komérkowej przeesem oksydacyjnym na
poziomie genotoksyczioi przez prébkiéwiezych owocdw aronii i wiciokrzewu oraz
produktow z nich otrzymanych,

— ocena wplywu procesu przetwarzania na sktad fiteziedw i witasciwosci

biologiczne badanych prébek owocow.
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1. Aparatura i odczynniki
1.1. Odczynniki chemiczne i biochemiczne

- metanol (cz.d.a.CHEMPUR

- metanol (HPLC)CHEMPUR

— etanol (96 %), P.P.HSTANLAB Sp.j.;

- aceton (cz.d.a. HEMPUR

— woda demineralizowana — Millipore p()s185;

— Trolox — kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochrom&akarboksylowy (97 %),
Sigma Aldrich

— ABTS - 2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulif@m) (98 %),Sigma Aldrich

— DPPH - 2,2'-difenylo-1-pikrylohydrazyBigma Aldrich

— odczynnikFolina-Ciocalteu’a— Merck,

— nadtlenosiarczan sodu, odczynnik otrzymany z Kgt€iremii Nieorganicznej;

- octan soduMerck

- PBS - bufor fosforanowygigma

- kwas mrowkowy (98 % — 100 %Yjerck

- octan etyluCHEMPUR

— kwas chlorogenowyExtrasynthese

- kwas kawowySigma

— kwas protokatechinowysigma

- kwercetynaSigma

— rutyna,Sigma

— hyperozyd Extrasynthese

— cyjanidyno-3-glukozydFluka;

— cyjanidyno-3-galaktozydgxtrasynthese

— kwas cynamonowySigma

— (-)-epikatechinaExtrasynthese

— ptytki do analitycznej chromatografii cienkowarstme — zel krzemionkowy 60 ¥z,
grubas¢ warstwy 0,25 mm, 10 x 20 crivlerck

— chlorek soduMerck
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— wodorotlenek soduylerck

— Tris-base — 2-amino-2-(hydroksymetylo)propano-li8;derck

— Tris-HCI — chlorowodorek 2-amino-2-(hydroksymetyojpano-1,3-dioluMerck

— EDTA - sdl trisodowa kwasu etylenodiaminotetrao@ga,AnalaR NORMAPUR

— DMSO - dimetylosulfotlenekSigma-Aldrich

— propano-1,2,3-triol (glicerol)Sigma

— Triton X-100 - 26-(4-(2,4,4-trimetylopentan-2-ylejfoksy)-3,6,9,12,15,18,21,24-
oktaoksaheksakozan-1-&igma

— wodorotlenek potasiMerck

— nadtlenek wodoru (30 %%igma-Aldrich

- HEPES - kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-gtahosulfonowy (99,5 %),
Sigma

— BSA - albumina z surowicy byglej (96 %),Sigma

- agaroza NMPlnvitrogen™;

— agaroza LMPSigma

- pozywka RPMI-1640 do hodowli komorek (bez dodatku Litghminy),Sigma

— L-glutamina (200 mM)Sigma

— antybiotyki: penicylina (10000 U/L) i streptomycyiid0 mg/L) w 0,9 % roztworze
chlorku soduSigma

- FBS - ptodowa surowica cigla, Sigma

— pirogronian sodu (100 mMgigma

- FPG - formamidopirymidyno-DNA-glikozylaza, roztwéenzymu otrzymany z
organizacjiCEALife Sciences DivisiofFrancja);

- SYBR® Gold nucleic acid gel staiimvitrogen™.

1.2. Odczynniki stosowane do przygotowania pédtmikrobiologicznego

Podtaze z firmyBTL Sp. z o.ado oznaczania ogolnej liczby drobnoustrojow o skiad
— ekstrakt dradzowy,
— pepton K,
— glukoza,
— odtluszczone mleko w proszku,

- agar,
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woda demineralizowana.

Odczynniki stosowane do przygotowania padtdr-G do oznaczania liczby bakterii

kwasolubnych oraz deolzy i plesni:

1.3.

ekstrakt maltozowyMerck
ekstrakt dradzowy, Merck
pepton K Merck
dekstrozaMerck

agar, Merck

kwas cytrynowyMerck

Aparatura i materiaty pomocnicze

liofilizator, modelLABCONCO;

spektrofotometr UV/VIS, model TECAN infinite M200;

pH / jonometr CI-31&LMETRON

pH-metr, model ORION 330 firm@RION Research, Inc.

wirdwka, Eppendorf Centrifuge 5702;

wiréwka, BIOFUGE fresco firmyHeraeus

sonifikator, model BANDELINSONOREX

waga analityczna METTLER TOLEDO;

waga analityczna METTLER AE 100;

chromatograf cieczowy, model 12@®ilent wyposaony w detektory DAD i UV-
Vis;

urzadzenie do derywatyzacji analitO®Winnacle PCXirmy Pickering

kolumna chromatograficzna Agilent Eclipse XDB-C4& x 150 mm (fum);
kompaktowy sterylizator EnbioJet firmy Enbio Technology (charakterystyk
urzadzenia podano w rozdziale 1.4);

zasilacz do aparatu do elektroforezy, model EPSi@g®Y Pharmacia Biotech
zestaw do elektroforezy firmihistle Scientific

wytrzasarka kotowa IKA-VIBRAX-VXR firmyIKA-WERKE

taznia wodna HAAKE S;

taznia wodna Julabo, model ED firndylabo Labortechnik GMBH

inkubator laboratoryjny firmyrermaks
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— inkubator laboratoryjny, model 3111firmisorma Scientific, Ing.

— mieszadto magnetyczne, model RCT basic fitkix-WERKE

— komora laminarna, model KR-125 SAFETY firrdyDJAIR

— mikroskop fluorescencyjny Nikon eclipse TS100;

- mikroskopswietlny PhotoZoom™ firmy Cambridge Instruments

— hemocytometr Briker firmpssistent

- naczynia do hodowli komérkowej (75 éBD Falcod™ firmy BD Biosciences
- plytki 12-dotkowe BD FalcoR’ firmy BD Biosciences

- plytki 48-dotkowe BD FalcoR’ firmy BD Biosciences

— szkietka mikroskopowe, 76 x 26 mm, firnMenzel-Glaser

— szkietka nakrywkowe, 20 x 20, 22 x 22, firrAgsistent

1.4. Charakterystyka sterylizatora kompaktowego ket

Technologia okrdana skrotenDET (ang.Direct Energy Transfrjest innowacyjnym
sposobem obrobki termiczneywnaosci wystkpujacej w postaci roztworu lub zawiesiny w
wodzie. Pozwala ona na btyskawiczne, béppanie dostarczenie energii mikrofalowej do
ptynagcego medium bez kontaktu z elementami grzewczyreadaenia, ktére pracuje w
oparciu o zasadDET. Przyktadem takiego wdzenia jest sterylizator kompaktovgnbioJet

produkowany przez firgmEnbio Technology Sp. z 0.0. z Kosakowa (rysunkk)l

r‘\ PN B & A system sterujacy

~——— B2}

wejscie produktu linia dozujaca

sterylizator

Rysunek Il 1. Schematyczny obraz linii procesowej sterylizatwmpaktowegdenbioJet[121].
Podstawowym elementem jego budowy jest modut grzgwna ktory skiada sikomora

rezonansowa i magnetrony. Przez kogn@rzebiega rura wykonana z teflonu. Proces

sterylizacji polega na tymze za pomog pompy pobierana jest ciecz, ktdra wpsie
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przeptywa przez teflonogwure. W tym miejscu do ptygcego medium, réwnomiernie w catej

objetosci, dostarczana jest energia, ktatgydtem g mikrofale. Na skutek tego ciecz zostaje

podgrzana do zadanej temperatury i w pegpei kilku sekund mina osagngé efekt

sterylngci. Sterylna ciecz ptynie nagnie do uktadu dozowania, gdzie #iwe jest jej

rozlewanie do naczy Kontrok parametrOw procesu sterylizacji zapewnia autonzatyc

system stergry. Kompaktowy sterylizatoEnbioJetmoze osagnag¢ wydajnaé od 90 L/h do

390 L/h [121].

1.5. Przygotowanie roztworow do oznaé¢zgowadzonych za pomgdestu kometowego

bufor lizujacy

— bufor elektroforetyczny

— bufor reakcyjny F

— bufor TE

- roztwér agarozy NMP

- roztwér agarozy LMP

— roztwér barwnika SYBR Gold
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0,1 M EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Trikase,
pH 10; przechowywano w temp. 4 °C;
bezpdrednio przed zyciem dodawano 1 %
[v/v] odczynnika Triton X-100

0,3 M NaOH, 1 mM EDTA, pH 13,3
przygotowywano przedayciem i schtadzano
do temp. 4 °C

40 mM HEPES, 0,1 M KCI, 0,5 mM EDTA,
0,2 mg/mL BSA, pH 8; przygotowywano
przed uyciem i schtadzano do temp. 4 °C

10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8;
przechowywano w temp. 4 °C

1 % [w/v] roztwoér agarozy NMP w wodzie
demineralizowanej; przechowywano w temp.
4 °C i podgrzewano przedzryciem do temp.
55 °C

1 % [w/v] roztwor agarozy LMP w buforze
PBS; przechowywano w temp. 4 °C i
podgrzewano przedzyciem do temp. 80 °C
w celu uptynnienia, a naginie schtadzano
do temp. 37 °C

odczynnik  rozciéczano za  pomac
rozpuszczalnika DMSO w stosunku 1 : 9;
przechowywano w temp. -20 °C;
bezpdrednio przed #yciem roztwor
rozcieaczano za poma@c buforu TE w
stosunku 1 : 1250
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roztwor zawierajcy enzym
formamidopirymidyno-DNA-
-glikozylaz (FPG)

roztwor nadtlenku wodoru (@D,)

roztwor soli fizjologicznej

wyjsciowy roztwor enzymu FPG
rozcieaczano w stosunku 1 : 99 za pomoc
buforu reakcyjnego F z dodatkiem 10 %
[v/v] glicerolu; przechowywano w temp. -80
°C; bezpérednio przed iyciem roztwor
rozcieaczano za pomachbuforu reakcyjnego
F w stosunku 1 : 29

50 uM roztwor nadtlenku wodoru w buforze
PBS; przygotowywano przed zyciem i
schtadzano do temp. 4 °C

0,85 % [wi/v] roztwor chlorku sodu w wodzie
demineralizowanej

1.6. Przygotowanie podia mikrobiologicznego

podiaze Y-G

ekstrakt maltozowy (3 @), ekstrakt

drozdzowy (3 g), pepton K (5 g), dekstroza

(10 g), agar (20 g), woda demineralizowana
(2 L), kwas cytrynowy do ustalenia pH (20

% [vIV]); pH 3-4; sterylizacja w 121 °C przez

15 min.

1.7. Materialy @yte do prowadzenia hodowli komérkowe;j

W daswiadczeniach gyto linii ludzkich komorek limfoblastycznych TK6. dfnorki

hodowano w pgywce RPMI-1640 z dodatkiem 10 % [v/v] ptodowej swmioy cielecej,

antybiotykow: penicyliny (100 U/mL) i streptomycyny (10Qug/mL), L-glutaminy (2

umol/mL) oraz pirogronianu sodu (20Qg/mL) w inkubatorze zapewniggym state i

kontrolowane warunkirodowiska (5 % CQ 95 % powietrza, 95 % wilgotdol, temperatuy
37 °C).

1.8. Materiat badawczy

Materiat do bad@astanowity:

partie $wiezych owocoOw aronii oraz wiciokrzewu sinego pochgmz z ré@nych

upraw zlokalizowanych na terenie Polski i zebranychdznych latach z obszarow

tych upraw,

wyroby otrzymane z owocOw aronii (soki orazethy), a take probki pobrane na

gtéwnych etapach procesu technologicznego w trgka@dukcji jednego zzaemow,
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— wyroby otrzymane z owocow wiciokrzewu sinego (soki)

W tabeli lll 1 zestawiono produkty aje badaniami oraz podano ich charakterystyk

Tabela 11l 1. Zestawienie i charakterystyka produktow (otrzymdmgmwocdw aronii i wiciokrzewu

sinego) kdacych przedmiotem badapisanych w rozprawie doktorskiej.

prébka . . . .
(1) oznaczenie| opis produktu otrzymanego z owocow ar@rnciokrzewu sinego
swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc
1 1S pochodzity ze zbioréw z 2006 roku z Tranowki (wkyijawsko-
pomorskie)
swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc
2 2S pochodzity ze zbioréw z 2007 roku z Tranowki (whkijijawsko-
pomorskie)
swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc
3 3S pochodzity ze zbiorow z 2007 roku z terenu woj. uskiego

(miejscowd¢ Ojerzyce kéwiebodzina)
swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc

4 4S pochodzity ze zbioréw z 2007 roku z firmy ,Agrophdr (woj.
lodzkie)
swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc
5 5S pochodzity z 2008 r. z uprawy pdalonej w ogrodkach

dziatkowych na terenie Gdska
Swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc
6 6S pochodzity z 2008 r. z uprawy palonej w ogrodkact
dziatkowych na terenie Gdsk — Osowa

swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc
7 7S pochodzity ze zbiorow z pogtku miesiyca wrzénia 2008 roku 3
firmy ,Fungopol” (Brusy, woj. pomorskie)

swieze owoce aronii poddane procesowi liofilizacji; owqc
8 8S pochodzity ze zbioru z 30.09.2008 roku z firmy ,Gopol”
(Brusy, woj. pomorskie)

dzem otrzymany z préby 7S poddany procesowi liofdjzq

9 1D , : .

(,Fungopol”, Brusy, woj. pomorskie)

umyte owoce aronii 8S poddane procesowi liofilizgc]
10 1DM ” : :

(,Fungopol”, Brusy, woj. pomorskie)
11 DM rozdrobnione owoce aronii 1DM poddane procesowiilizacji

(,Fungopol”, Brusy, woj. pomorskie)

rozdrobnione owoce aronii 2DM gotowane z cukrem daod
12 3DM procesowi liofilizacji; na 1 kg owocow zuyto 0,45 kg cukry
(,Fungopol”, Brusy, woj. pomorskie)

dzem otrzymany z préby 3DM poddany procesowi lio&lij;
dzem byt uprzednio poddany procesowi pasteryzacjuteldawie
w temperaturze 95 °C przez 35 min. (,Fungopol”, 8ruwoj.
pomorskie, data produkcji 30.09.2008 r.)

13 4DM
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Tabela lll 1. c.d.

14

KON

swiezy sok z owocow aronii; owoce pochodzity ze zbiodR008
roku z firmy ,Fungopol” (Brusy, woj. pomorskie); Isg
rozcieaczono 3,7 razy za pomgwody mineralnej

15

1h

sok z owocow aronii (KON) ogrzewany przez 1 godantemp.
100 °C

16

2h

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany przez 2 godamyemp.
100 °C

17

3h

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany przez 3 godamyemp.
100 °C

18

4h

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany przez 4 godamyemp.
100 °C

19

5h

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany przez 5 godairiemp.
100 °C

20

90 °C

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany w temp. 90 °C
urzadzeniuEnbioJet

21

100 °C

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany w temp. 100 @G
urzadzeniuEnbioJet

22

110°C

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany w temp. 110 @G
urzadzeniuEnbioJet

23

120 °C

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany w temp. 120 @G
urzadzeniuEnbioJet

24

130 °C

sok z owocow aronii (KON) ogrzewany w temp. 130 @G
urzadzeniuEnbioJet

25

135°C

sok z owocéw aronii (KON) ogrzewany w temp. 135 @G
urzadzeniuEnbioJet

26

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana ,Wojtek”) pode
procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 2
L¢borka (woj. pomorskie)

=~

27

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana gBowa”) poddang
procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 3
L¢borka (woj. pomorskie)

28

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana ,Zielona”) pade
procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 7
L¢borka (woj. pomorskie)

29

WK

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana ,Wojtek”) podd
procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 3
Osielska (woj. kujawsko-pomorskie)

o

30

BR

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana gBowa”) poddang
procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 2
Osielska (woj. kujawsko-pomorskie)

31

ZL

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana ,Zielona”) pade
procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 3
Osielska (woj. kujawsko-pomorskie)

32

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana ,Jolanta”) etk
procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 3

Osielska (woj. kujawsko-pomorskie)
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Tabela lll 1. c.d.

swieze owoce wiciokrzewu sinego (odmiana 44) poddane
33 44 procesowi liofilizacji; owoce pochodzity ze zbior@\2008 roku 3
Osielska (woj. kujawsko-pomorskie)

swiezy sok otrzymany z patzenia sokow otrzymanych zardych
34 J-KON | odmian owocow wiciokrzewu sinego; sok rozmeono 4,8 raz)
za pomog wody mineralnej

sok z owocéw wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewamyez 1

35 J-1h godzire w temp. 100 °C

36 3-2h sok z owocOw wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewamyez 2
godziny w temp. 100 °C

37 3-3h sok z owocOw wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewamyeg 3
godziny w temp. 100 °C

38 3-4h sok z owocéw wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewamyez 4
godziny w temp. 100 °C

39 3-5h sok z owocéw wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewamyez 5
godzin w temp. 100 °C

40 380 °C sok z owocéw vyiciokr;ewu sinego (J-KON) ogrzewanyemp.
80 °C w uradzeniuEnbioJet

41 390 °C sok z owocéw vyiciokr;ewu sinego (J-KON) ogrzewanyemp.
90 °C w uradzeniuEnbioJet

42 3100 °C sok z owocéw wipiokr;ewu sinego (J-KON) ogrzewanyemp.
100 °C w urgdzeniuEnbioJet

43 3110 °C sok z owocow wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewanyemp.

110 °C w urgdzeniuEnbioJet
sok z owocow wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewanyemp.
120 °C w urgdzeniuEnbioJet
sok z owocow wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewanyemp.
130 °C w urgdzeniuEnbioJet
sok z owocow wiciokrzewu sinego (J-KON) ogrzewanyemp.
135 °C w urgdzeniuEnbioJet

44 J120 °C

45 J130°C

46 J135°C

2. Opis stosowanych procedur analitycznych
2.1. Przygotowanie prébek do batla

Wszystkie badane prébki w postaci liofilizatow aytmanych z owocoéw aronii oraz
wiciokrzewu sinego w iléci okoto 1 g ekstrahowano za pomaetmL metanolu. Dodatkowo,
w przypadku liofilizatu otrzymanego z owocow arooizinaczonych jako 6S (wedtug opisu w
tabeli Il 1), ekstrakej prowadzono za pome@dnnych rozpuszczalnikow takich, jak: etanol,
aceton, 70 % roztwor metanolu, 70 % roztwér etandu% roztwor acetonu. W przypadku
liofilizatow, wykorzystywanych w badaniach zzyciem komoérek TK6, jako ekstrahent
stosowano 70 % roztwor etanolu. W kolejnym etgpigbki poddawano sonifikacji przez
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okres 10 min., odwirowano (5 min., 520 g), po cayetikatnie zbierano roztwor znad osadu.
Ekstrakcg powtarzano 3 razy. Ekstrakty przechowywano w teaipeze -20 °C. Tak
przygotowane probki poddawano analizom chemicznyraz cbiochemicznym. Soki z
owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinego przechowywantemperaturze -20 °C i poddawano

analizom bezpwednio, tzn. bez dodatkowych etapéw przygotowanidgk do bada

2.2. Procedury wykorzystywane na etapie oznaczaaaartgci zwigzkdw polifenolowych

w badanych probkacBywnasci otrzymanych z owocow aronii i wiciokrzewu sinego

Pomiar zawartei zwigzkéw polifenolowych w badanych probkach otrzymanych
owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinego prowadzono wykorzystaniem techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC-DAD. Wakcie bada zastosowano
kolumng chromatograficza Agilent Eclipse XDB-C18. Poagtkowo faz ruchony stanowita
mieszanina: A — woda z dodatkiem 0,1 % (v/v) kwasowkowego, B — metanol. Jedrak
lepsz selektywné¢ rozdzielania uzyskano stogudpze ruchomy o nasg¢pujacym sktadzie: A
— woda z dodatkiem 4,8% (v/v) kwasu mrowkowego, Betanol. Pozostate parametry toku
postpowania analitycznego na etapie oznaczaniaaziw polifenolowych w prébkach
produktow otrzymanych z owocOw aronii i wiciokrzewimego pozostawiono bez zmian. W
tabeli Ill 2 zestawiono parametry toku pgsiwania oraz parametry pracy ukladu HPLC-
DAD w trakcie prowadzenia baflachromatograficznych prébek otrzymanych z owocéw

aronii i wiciokrzewu sinego.

Tabela lll 2. Podstawowe parametry toku pgstwania analitycznego na etapie chromatograficznego
oznaczania polifenoli w prébkach produktow otrzyywn z owocdw aronii i wiciokrzewu sinego

oraz na etapie analizy chromatograficznej roztwosastanciji wzorcowych.

Parametr Warto§¢
Objetos¢ dozowanych prébek 2 uL
. A — woda z dodatkiem 4,8% v/v HCOOH;
Skiad fazy ruchomej
B - metanol
Natezenie przepltywu strumienia 0.7 mL/min.

fazy ruchomej

0 min.— 10 % skiadnika B;

0 min. — 50 min— 10-65 % sktadnika B;
50 min. — 60 min— 65-100 % sktadnika B;
60 min. — 70 min— 100 % sktadnika B;

Dlugosc¢ fali 260 nm, 300 nm, 325 nm, 525nm

Program elucji

Zawartagci poszczegolnych zwzkéw w badanych probkach obliczano korzygtag

rownaa krzywych kalibracyjnych wyznaczonych na podstawignikow analizy probek
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metanolowych roztworéw substancji wzorcowych. Pfagly wyznaczonych krzywych

kalibracyjnych zebrano na rysunku Il 2.

Dla opracowanej metodyki oznaczania g#déw polifenolowych w badanych

prébkach wyznaczono niektore parametry walidacyjt@e zestawiono w tabeli Il 3.

KWAS CHLOROGENOWY

10000

y = 9159 - 36

8000 1 R2=0 9993

6000 -
4000 +
2000

pole powierzchni piku

0 0,2 04 0,6 0,8
stezenie [mg/mL]

KWAS PROTOKATECHOWY

1,2

1200
1000 -
800 -

600

400

200 A

0 T T T

y =9930x + 0,9
R%=0,9973

pole powierzchni piku

0 0,02 0,04 0,06
stezenie [mg/mL]

RUTYNA

0,08

01

y =5292x - 86
R%=0,9974

pole powierzchni piku

0,4 0,6 0,8
stezenie [mg/mL]

CYJANIDYNO-3-GLUKOZYD

1200

1,2

y =10268x - 0,5

1000 -
R? = 0,9992

800
600 A
400
200 A

pole powierzchni piku

0 0,02 0,04 0,06 0,08

stezenie [mg/mL]

0,1

0,12

pole powierzchni piku pole powierzchni piku pole powierzchni piku

pole powierzchni piku

KWAS KAWOWY

2000
y =15210x - 30
1500 { R?*=0,9979
1000 +
500 -
0 T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
stezenie [mg/mL]
KWERCETYNA
5000
y = 4354x - 67
40001 R2=0,9972
3000 A
2000
1000
0 T T T . .
0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2
stezenie [mg/mL]
HYPEROZYD
10000
y =7967x - 125
80001 R?=0,9986
6000 -
4000
2000 -
0 T T T . .
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
stezenie [mg/mL]
CYJANIDYNO-3-GALAKTOZYD
1000
y =8960x - 14,5
8001 R?=0,9995
600 -
400 -
200 -
0 T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

stezenie [mg/mL]

Rysunek Il 2. Krzywe kalibracyjne wraz z wyznaczonymi przedamaitaifnasci (oznaczonymi lirg

przerywan) uzyskane w wyniku analizy probek metanolowychwazdéw substanciji wzorcowych za

pomog techniki HPLC-DAD.
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Tabela Ill 3. Parametry walidacyjne opracowanej metodyki oznaezamiazkdéw polifenolowych w probkach ekstraktow oraz sekéryskanych z owocoéw

aronii i wiciokrzewu sinego z wykorzystaniem tedtihilPLC-DAD.

probki ciekte (soki)

probki state (liofilizaty)

substancja | powierzchnia | stezenie wzorca réwnani_e wspé’fczy_r_mik ranica ranica ranica ranica
wzorcowa piku [mg/mL] K e e w k? alnosci | o ngac alngci kgr alnosci | o ngac alngci
alibracyjnej r YKIryw sCl | 0znacz | WYKryw sCl | 0znacz '
[mg/mL] [mg/mL] [mg/g s.m.] [mg/g s.m.]
kwas 8729181 0,1+1 y=9159x-36 0,9997 0.00096 0.0029 0012 0035
chlorogenowy 75+872 0,01+0,1 y=8981x-17,8 0,9981 ' ’ ’ '
145:1586 | 0,010760,1076 | y=15210x-30 0,9990
kwas kawowy 98145 | 0,00108+0,01076 | y=4981x+91,8 |  0,9917 0,00074 0,0022 0,0089 0,026
5,7-98 0,00086+0,00108 | y=12279x+4,4 0,8114
kwas 100+1033 | 0,01034+0,1034 | y=9930x+0,9 0,9987 0.0010 0.0030 0012 0.036
protokatechowy 22+100 0,00103+0,01034 | y=8149x+17,4 0,9903 ’ ’ ’ '
3924340 0,1+1 y=4354x-67 0,9986
kwercetyna 36+392 0,01+0,1 y=3823x-1,3 0,9961 0,00062 0,0019 0,0074 0,023
1336 0,004+0,01 y=3895x-2,81 0,9970
rutyna 52175749 0,11+1 y=5292x-86 0,9987 0,00027 0,00082 0,0032 0,0098
57+521 0,011+0,11 y=4745x+5 4 0,9992
hyperozyd 6817936 0.1+1 y=r967x-125 0,9993 0,00080 0,0024 0,0096 0,029
75+681 0,01+0,1 y=6519x+29 0,9940
cyjanidyno-3- 105+1037 0,01+0,1 y=10268x-0,5 0,9996 0.00016 0.00047 0.0019 0.0056
glukozyd 11,2105 0,001-0,01 y=10046x-0,7 0,9933 ' ' ' ’
4616+66094 0,5+7,5 y=8877x+413 0,9997
cyjanidyno-3- 886+4616 0,1+0,5 y=9428x-62 0,9990 0.00019 0.00056 00023 0.0067
galaktozyd 80886 0,01+0,1 y=8960x-14,5 0,9998 ' ' ' ’
1080 0,0005+0,01 y=7059%+7,3 0,9940
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2.3. Procedury wykorzystywane podczas oznaczaniatkoeatej aktywngaci

przeciwutleniagcej skladnikow obecnych w badanych probkach prodvit
2.3.1. Oznaczanie aktyw§wd przeciwutleniajcej z zastosowaniem kationorodnika ABTSe

W przypadku tego testu oznaczenie zdétnavychwytywania rodnikéw polega na
spektrofotometrycznym pomiarze spadku absorbanajwbego kationorodnika ABTSe

wywotanego dziataniem przeciwutleniacza.

Do przeprowadzenia pomiaru absorbancji n¢elrly jest etap wytworzenia
kationorodnika ABTSe W tym celu wykorzystuje sinadtlenosiarczan sodu. Utlenienie
zwigzku ABTS nasfpuje natychmiast, natomiast maksymaimartas¢ absorbancji i petn
stabilng¢ rodnik uzyskuje po uptywie 6 — 48 godzin, dlategaztwor kationorodnika
wykorzystywany do oznac#esporadza s¢ z 24-godzinnym wyprzedzeniem. Pomiar
wartasci absorbancji prowadzi giprzy diugdaci fali 734 nm. Aktywnéé przeciwutleniajca
poszczegolnych prébek przeliczg sia podstawie krzywej kalibracyjnej (rysunek 11 3
ilos¢ réwnowanikow Troloxu przypadagych na probk o obgtosci 1 mL [122].

Na rysunku Il 4 przedstawiono poszczegolne etapggrury analitycznej opartej na

wykorzystaniu tego testu.

Sporzdzanie krzywej wzorcowej

W celu ilesciowego oznaczenia zdolém przeciwutleniajcej probek sposdzono
krzywa wzorcow opisupca zaleznos¢ wartcci absorbanciji od stenia Troloxu (rysunek i
3).

0,7

y=-0,318x + 0,6244
R?=0,9994

06 %

0,5 A
0,4 A

0,3

A (734 nm)

0,2

0,1 A

0,0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12 14 1,6

stezenie Troloxu [ pmol/mL]

Rysunek Il 3. Krzywa kalibracyjna uzyskana w wyniku oznatzprowadzonych dla prébek

wzorcowego roztworu Troloxu (w metanolu) z wykornargem testu ABTS.
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Przygotowanie roztworu kationorodnika ABTS«":
- sporzadzenie wodnego roztworu B&0Og 0 stzeniu 2,45 mM;
- sporadzenie roztworu ABTS o @teniu 7 mM w uprzednio przygotowanym
roztworze NaSy0Og.

A 4
Inkubacja mieszaniny reakcyjnej (6 h-48 h, bez dogpu swiatta, temp. pokojowa)

A 4
Rozcieiczenie roztworu ABTS" do uzyskania absorbancji roztworu 0,70 + 0,42

(A=734 nm)
1mL 1mL
Badane probki
pochodzce z owocow aronii Roztwor Troloxu o stezeniach g-c;
I wiciokrzewu sinego 10uL
10uL

\4 \4

Pomiar absorbancji roztworéw (734 nm)

Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej
dla Troloxu: A =f (c)

A4 \4

Wyznaczenie s¢zenia rownowaznikow Troloxu dla analizowanych probek

Rysunek 1ll 4. Schemat pogpowania analitycznego podczas oznaczeaktywndaci
przeciwutleniajcej probek otrzymanych z owocow aronii oraz wickskwu sinego przyayciu testu
ABTS.

2.3.2. Oznaczanie aktyw§u przeciwutleniajcej z zastosowaniem rodnika DPPHe

W przypadku tego testu oznaczenie zdétnhoprzeciwutleniggcej polega na
spektrofotometrycznym pomiarze spadku absorbarajivbego rodnika azowego DPPH
wywotanego dziataniem przeciwutleniacza. Bpsteakcji redukcji, a zarazem odbarwiania
roztworu rodnika mazna sledzic spektrofotometrycznie przy diugo fali A=515 nm. Jest to
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dhugcs¢ fali, przy ktérej wysgpuje maksimum absorbancji roztworéw rodnjka@2]. Schemat
postpowania podczas oznadzektywndci przeciwutleniajcej probek przy iyciu testu

DPPH przedstawiono na rysunku Il 5.

Przygotowanie roztworu DPPHe
- sporadzenie roztworu DPPH oggeniu 100uM

\ 4

Rozcienczenie roztworu rodnika DPPHe metanolem
do uzyskania absorbancji roztworu 1,00 + 0,02 (119

1 mL 1mL

Badane probki

pochodzce z owocow aronii Roztwor Troloxu o stezeniach G-cs
I wiciokrzewu sinego 30uL
30 uL

A 4 A
Pomiar wartosci absorbancji roztworu (515 nm)

Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej
dla Troloxu: A = f(c)

| |

Wyznaczenie s¢zenia rownowaznikow Troloxu dla analizowanych probek

Rysunek Il 5. Tok postpowania analitycznego podczas oznacaktywndaci przeciwutleniajcej

analizowanych prébek przyyciu testu DPPH.

Sporadzanie krzywej wzorcowej

W celu ilesciowego oznaczenia zdolém przeciwutleniajcej probek spomdzono
Krzywg wzorcows opisupca zaleznos¢ wartasci absorbanciji od stenia Troloxu (rysunek I
6).
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1,0

y=-0,6386x+ 0,9374

0,8 4 2
R“=0,9984

0,6

A (515 nm)

04

0,2

0,0 T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

stezenie Troloxu [ pmol/mL]

Rysunek Il 6. Krzywa kalibracyjna uzyskana w wyniku oznagzerzeprowadzonych dla probek

wzorcowego roztworu Troloxu (w metanolu) z wykoraygem testu DPPH.

2.3.3. Oznaczanie aktyw§md przeciwutleniajcej z zastosowaniem odczynnika Folina-

Ciocalteu’a

Chemiczne podiee tego testu, podobnie jak testow ABTS i DPPH, wmpgst na
wykorzystaniu mechanizmu przeniesienia elektropuzeciwutleniacza na barwny utleniacz,
ktory podczas tego procesu (redukcji) zmienia kagabbki w sposob proporcjonalny do
stezenia przeciwutleniacza. Oznaczenie zdétno przeciwutleniaggcej polega w tym
przypadku na spektrofotometrycznym pomiarze wzr@isorbancji barwnego odczynnika
Folina-Ciocalteu’a (F-C) wywotanego dziataniem przeciwutleniacza. tefmseakcji mana
sledzic spektrofotometrycznie przy diugm fali A=750 nm [122]. Schemat pgpbwania
podczas oznacaeaktywndaci przeciwutleniajcej probek przy gyciu testu wykorzystugego

odczynnik F-C przedstawiono na rysunku Il 7.

Sporadzanie krzywej wzorcowej

W celu ilgsciowego oznaczenia zdolém przeciwutleniajcej prébek spomizono
Krzywg wzorcows opisupca zaleznos¢ wartasci absorbanciji od stenia Troloxu (rysunek I
8).
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Przygotowanie roztworu Folina-Ciocalteu’a
- sporzadzenie wodnego roztworu F-C poprzez roaceenie handlowo doginego
odczynnika w stosunku 1:9

1mL 1mL
h Oll3adane probl,<i . Roztwor Troloxu o stezeniach g-cs
pochodzce z owocow aronil (w 0,1 M buforze octanowym)
I wiciokrzewu sinego
0,1 mL
0,1 mL

A 4 A\ 4
Pomiar wartosci absorbanciji roztworu (750 nm)

Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej
dla Troloxu: A = f(c)

v
Wyznaczenie s¢zenia rownowaznikow Troloxu dla analizowanych prébek

Rysunek 11l 7. Schemat pogpowania analitycznego podczas oznaczdolngci przeciwutleniajce]
prébek otrzymanych z owocoéw aronii i wiciokrzewwnegjo przy wyciu testu z zastosowaniem

odczynnikaFolina-Ciocalteu’a

1,6
1,4 y=0,4753x+ 0,0104 >
2 _
1.2 1 R°=1
T 1,0
c
Q 08
-
< 0.6+
0,4 -
0,2 -
0,0 ‘ T \ T T
0 0,5 1 15 2 2,5 3
stezenie Troloxu [ pmol/mL]

Rysunek Il 8. Krzywa kalibracyjna uzyskana w wyniku oznagzerzeprowadzonych dla probek
wzorcowego roztworu Troloxu (w buforze octanowymjzyp wyciu testu wykorzystagcego

odczynnikFolina-Ciocalteu’a
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2.4. Wykorzystanie chromatografii cienkowarstwowgfLC) do monitorowania profili

przeciwutleniaczy wyspujgcych w badanych prébkach

Prébki sokow lub metanolowych ekstraktow liofiligev otrzymanych z owocow
aronii lmdz wiciokrzewu sinego naktadano w postaci pasm odicigokoto 1 cm za pomac
szklanej kapilary na ptytki do TLC. Czynitot¢ powtarzano kilka razy. Chromatogramy
rozwijano w fazie ruchomej o sktadzie: octan etydwas mrowkowy i woda w stosunku 6 : 1
: 1 (viviv). W celu wizualizacji zwizkéw o charakterze przeciwutleniaczy ptytki spryskno
metanolowym roztworem reagenta ABTS. Chromatograsokumentowano za ponc

skanera laserowego.

2.5. Wykorzystanie derywatyzacji analitbw w wyciekikolumny w celu uzyskania profili
przeciwutleniaczy oraz monitorowania aktyw§td przeciwutleniagcej zwigzkdw
wyskpujgcych w prébkach ekstraktow rozpuszczalnikowych omakow otrzymanych z

owocOw aronii i wiciokrzewu sinego

W celu otrzymania profili przeciwutleniaczy metémwe ekstrakty probek lub soki
otrzymane z owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinegumlgano analizie z wykorzystaniem
techniki HPLC oraz dodatkowo procesowi derywatyzacjvycieku z kolumny przy zyciu
kationorodnika ABTSe+ oraz odczynnikéolina-Ciocalteu’a Wykorzystany na tym etapie
bada zestaw aparatury przedstawiono na rysunku Il 9.

Odczynniki do derywatyzacji (kationorodnik ABTSe+raa odczynnik Folina-
Ciocalteu’g dostarczano do ukfadu reakcyjnego za pamaxzadzenia do derywatyzacii
analitow w wycieku z kolumnyinnacle PCX Jego najwaniejszymi elementamigspompa
ttokowa oraz reaktor umibwiajacy prowadzenie procesu derywatyzacji w zakresie
temperatur od 5 °C wgzej n temperatura otoczenia do 130 °C [123].

Roztwory odczynnikdéw derywatyzigych sporzdzono w naspujacy sposéb:

— odczynnik ABTS rozpuszczano w wodnym roztworze lesdisiarczanu sodu (2,45
mmol/L) tak, aby uzyskaroztwor o s¢zeniu 7 mmol/L; otrzymasn mieszanig
reakcyjry inkubowano bez dogbu swiatta przez okres 12 godzin w temperaturze
pokojowej; bezpfrednio przed #yciem przygotowywano 30 % [v/v] roztwor
kationorodnika ABTSe+ w metanolu;

— handlowo dosipny odczynnikFolina-Ciocalteu’arozcieiczano wod do uzyskania
stezenia 40 % [v/V].
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Rysunek Il 9. Schemat budowy zestawu aparaturowego wykorzystargm otrzymywania
chromatograficznych profili przeciwutleniaczy w pkach metanolowych ekstraktéw i sokéw

uzyskanych z owocow aronii oraz wiciokrzewu sinego.

Podczas analiz ngtenie przeptywu strumienia reagentow wynosito 0,1/mnh. Proces
derywatyzacji prowadzono w temperaturze reaktorang) 130 °C. Chromatogramy
rejestrowano przy dtugoi fali 734 nm w przypadku odczynnika ABTS oraz yp#tugasci
fali 750 nm w przypadku odczynnikd&olina-Ciocaltey tj. przy dtugdciach fal
odpowiadajcych maksimum absorbancji dla tych reagentéw [123].

Analizy prébek ekstraktow metanolowych lub sokdéizgmanych z owocéw aronii

oraz wiciokrzewu sinego prowadzono w warunkach gistavionych w rozdziale 111 2.2.

2.6. Oznaczanie drobnoustrojéw w sokach

W celu okrélenia skutecznixi inaktywacji mikroorganizmoéw w sokach z owocow
aronii i wiciokrzewu sinego poddanych sterylizaga pomoe urzadzenia EnbioJet
przygotowywano szereg rozaezen dziese¢tnych badanych probek w soli fizjologicznej. Tak
przygotowane probki o offposci 1 mL przenoszono do piytek Petriego. Dadg plytki
wlewano okoto 15 mL pioywki (do oznaczania ogélnej liczby drobnoustrojawb Ipazywki
Y-G do oznaczania liczby bakterii kwasolubnych odaazdzy i plesni) o temperaturze okoto

45 °C, calé¢ doktadnie mieszano i pozostawiano do zestalenigkiPinkubowano w
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temperaturze 30 °C przez 48 godzin w przypadku @zarda ogolnej liczby drobnoustrojow
lub bakterii kwasolubnych oraz w 20 °C przez 7wprzypadku oznaczania liczby ddzy i

plesni.

2.7. Oznaczanie cytotoksycawd ekstraktdw etanolowych oraz sokéw otrzymanych z
owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinego w stosunkulddzkich komorek limfoblastycznych
TK6

2.7.1. Inkubacja komérek z badanymi prébkami owocow

Komérki TK6 w ilosci okoto 0,2 miIn/mL peéywki szczepiono w naczyniu
hodowlanym o powierzchni 75 é&rPo 2 dniach hodowli zawiesitkomérkovs w ilosci 0,9
mL (w przypadku oznaczania cytotoksycgcioekstraktéow etanolowych) lub 0,8 mL (w
przypadku oznaczania cytotoksyczoio sokdw) przenoszono do studzienek piytki 12-
dotkowej. Gestas¢ zawiesiny komodrkowej w Kalej studzience ustalano na 1 min
komorek/mL paywki. Nastpnie komorki traktowano badanymi probkami (otrzyyranz
owocOw) O ra@nym stopniu rozcieczenia. Roztwory ekstraktow o aym stopniu
rozcieaczenia przygotowywano w etanolu, natomiast roztwsokOw o0 ré@nym stopniu
rozcieaczenia — w buforze PBS tak, aby ¢b§¢ kazdej z dodawanych prébek wynosita 0,1
mL w przypadku ekstraktow (stenie kaicowe etanolu podczas inkubacji wynosito 1 %
[v/v]) oraz 0,2 mL w przypadku sokow. Prabkontrolmg stanowita zawiesina komérkowa
(w pazywce) z dodatkiem etanolu o k@mowym stzeniu 1 % [v/v] (dla probek ekstraktéw)
lub z dodatkiem buforu PBS (dla probek sokéw). ke komorek z badanymi probkami
prowadzono przez 3 godziny w temperaturze 37 °Cz&anczeniu inkubacji zawartd
kazdej studzienki przenoszono do probéwek i wirowarep okres 3 minut przy 720 g w
temperaturze 4 °C. Roztwor znad osadu zlewano, &l dsomoérkowy dwukrotnie

przemywano za pomagduforu PBS (1 mL).

2.7.2. Okrglenie stopnia zahamowania wzrostu komorek przezagkg etanolowe oraz soki

otrzymane z owocOw aronii i wiciokrzewu sinego

Oznaczenie cytotoksyczém ekstraktow oraz sokow uzyskanych z owocdéw arbnii
wiciokrzewu sinego w stosunku do komorek TK6 pron@tb za pomacmetody opartej na
liczeniu komorek w komorze hemocytometru. W tymucel kadej z przygotowanych

wczesniej probek (wedtug procedury opisanej w rozdzidle2.7.1) pobierano oki&ong
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objetos¢ zawiesiny komoérkowej (tak aby ilas¢ komérek w niej obecnych wynosita 0,5 min)
i przenoszonaogjdo nasgpnej probdwki. Przeniesigreawiesig wirowano (3 min., 720 g, 4
°C), zlewano roztwor znad osadu § zsad komérek zawieszano w 1 mbLzpeki i catosé
przenoszono do studzienek ptytki 12-dotkowej. Takygotowane probki inkubowano przez
48 godzin w temperaturze 37 °C, przy czym komddddno po uptywie 24 i 48 godzin od
momentu rozpoeczia traktowania komoérek badanymi probkami otrzymmang owocow
aronii lub wiciokrzewu sinego. W przypadku gdysts¢ zawiesiny komérkowej po 24-
godzinnej inkubacji byta wasza ni 0,8 min/mL, komérki rozszczepiano w ten sposob, by
gestas¢ zawiesiny wynosita 0,4 min/mL i inkubowano przexdine 24 godziny.

Na tej podstawie wyliczano aktywfiocytotoksyczn badanych probek, a doktadniej
— procent zahamowania wzrostu komorek w obg&tnoadanego ekstraktu etanolowego lub
soku otrzymanego z owocow aronada wiciokrzewu sinego w poréwnaniu do komérek
nietraktowanych (badanymi probkami otrzymanymi zoodw aronii lub wiciokrzewu
sinego). Obliczenia wykonywano w ngstijacy sSposob:

— dla probek, ktérych nie rozszczepiano po 24 goddtinakubacii:

_ prébka(2)

= 0100%, 1/
kontrola(2)

— dla probek, ktére rozszczepiano po 24 godzinachhiakii:

probka(l) 0 probka(2)

= [1100%, 2/
kontrola(l) kontrola(2)

gdzie:

X —procent zahamowania wzrostu komaorek (% kontroli),

prébka(1) —gestas¢ zawiesiny komoérkowej po 24-godzinnej inkubacjiadanymi prébkami owocow,
prébka(2) —gestas¢ zawiesiny komoérkowej po 48-godzinnej inkubacjiadanymi prébkami owocow,
kontrola (1) — gestas¢ zawiesiny komorkowej po 24-godzinnej inkubacjiufdrem PBS,

kontrola(2) — gestas¢ zawiesiny komoérkowej po 48-godzinnej inkubacjiddrem PBS.

Wykorzystugc obliczone wartéci aktywnaci cytotoksycznej badanych prébek,
sporadzano wykresy zakmosci zahamowania wzrostu komoérek (% kontroli) odzehia
badanych prébek otrzymanych z owocow aronii lubiekizewu sinego.

2.8. Oznaczanie genotoksyczuwo ekstraktow etanolowych oraz sokow otrzymanych z
owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinego w stosunkulddzkich komérek limfoblastycznych
TK6

Przygotowanie komoérek TK6 do oceny genotoksyéeznmraz ich traktowanie
badanymi prébkami przeprowadzano wedtug procedpisamej w punkcie 111 2.7.1.
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Po policzeniu komérek za pompcemocytometru z kalej z przygotowanych
wczesniej probek pobierano takobjetos¢ zawiesiny komorkowej, aby 66 komérek w niej
obecnych wynosita 0,12 min i przenoszoaa nasipnej probowki. Przeniesigreawiesing
wirowano (3 min., 720 g, 4 °C), zlewano roztwomladnosadu i tak przygotowarproblke
poddawano analizie za pomgpodestu kometowego (angcomet assgy Badanie to
obejmowato nagpujace etapy:

— naniesienie komérek na szkietka (opisane w rozezlaP.10.2),

— lize komorek (opisamw rozdziale 111 2.10.3),

— traktowanie komorek roztworem enzymu FPG (opisamezdziale 111 2.10.4),

— rozwijanie DNA i elektroforeg w warunkach alkalicznych (opisane w rozdziale Ili

2.10.5),

— barwienie DNA i analig mikroskopovg (opisane w rozdziale Il 2.10.6).

2.9. Sprawdzenie ochrony ludzkich komorek limfoligsznych TK6, poddanych stresowi

oksydacyjnemu, przez preparaty otrzymane z owoc@niai wiciokrzewu sinego

Przygotowanie komérek TK6 do sprawdzenia ochronnezéatania badanych
preparatow otrzymanych z owocOw przed reaktywnyormémi tlenu przeprowadzano
wedtug procedury opisanej w punkcie 111 2.7.1.

Po policzeniu komorek za pomphemocytometru z kalej z przygotowanych probek
pobierano tak objetos¢ zawiesiny komaorkowej, aby 66 komorek w niej obecnych wynosita
0,04 miIn i przenoszong do nasgpnej probowki. Przeniesigreawiesi wirowano (3 min.,
720 g, 4 °C), zlewano roztwor znad osadu i talygorowan probke poddawano analizie za
pomog testu kometowego. Pierwszym etapem tego ekspetynigt#o naniesienie komorek
zawieszonych w agarozie LMP na szkietka podstaw@wediug procedury opisanej w
rozdziale Il 2.10.2). Przygotowane preparaty m#ka@powe umieszczano w szklanym
pojemniku pionowym do barwienia, po czym wlewanordego 50uM roztwér nadtlenku
wodoru w ilgci umazliwiajacej catkowite zanurzenie agarozy LMP (okoto 50 mCglem
tego etapu bylo wywotanie uszkodz®NA. Inkubacg komérek TK6 w roztworze D
prowadzono przez okres 5 mua.temperaturze 4 °C, po czym wylewano go z pojerngk
preparaty mikroskopowe ptukano za pombcforu PBS (dwukrotnie przez okres 5 min. w
temperaturze 4 °C). Kolejne etapy testu kometowsdggmowaty:

— lize komorek (opisamw rozdziale 111 2.10.3),
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— rozwijanie DNA i elektroforeg w warunkach alkalicznych (opisane w rozdziale Ili
2.10.5),

— barwienie DNA i analig mikroskopovg (opisane w rozdziale Il 2.10.6).

2.10. Test kometowy — etapy procedury [124]
2.10.1. Pokrycie szkietek mikroskopowych waystgarozy NMP

Szkietka mikroskopowe zanurzano w przygotowanyno@nge z opisem w rozdziale 1l
1.5) roztworze agarozy NMP. Naphie jedm strore szkietka wycierano, Zadrug
pozostawiano do wyschytia. Na ¢ ostatny nanoszono zawiesjrkomérek TK6 w agarozie
LMP w dalszych etapach éwiadczenia.

2.10.2. Naniesienie komodrek na szkietka mikroskepow

Do probéwek ze zwirowanymi komorkami (przygotowamymwedtug procedur
opisanych w rozdziale 11l 2.8 lub Il 2.9) dodawarztworu agarozy LMP w ikei rownej:
— 420uL w badaniu stzgcym do oznaczania genotoksycgcio
— 140uL w przypadku sprawdzania ochrony komorek TK6 prdeidtaniem nadtlenku
wodoru przez preparaty otrzymane z owocoOw aromiciokrzewu sinego.
W kolejnym etapie cakgé doktadnie rozpipetowano. Z tak przygotowanej prdsbierano
zawiesirg i naktadano na dwa oddzielne miejsca na szkieddsawowym (przygotowanym
do przeprowadzenia testu kometowego wedtug opisozdziale Il 2.10.1) w iléci 70uL na
kazda. Naniesiog zawiesig przykrywano szkietkiem nakrywkowym (20 x 20 mmd, gzym
pozostawiano przez okres 5 min. w temperaturze 4P zastygriciu warstwy agarozy
LMP szkietko nakrywkowe zsuwano ze szkietka podstaago.

2.10.3. Liza komoérek

Szkietka mikroskopowe z naniesionymi prébkami uklaal w pionowym pojemniku
do barwienia, zalewano buforem ligoym i pozostawiano je przez okres 1 godziny w
temperaturze 4 °C bez degsti swiatta. Celem tego etapu byto przeprowadzenie tagplizy
komorek i oddzielenie DNA od biatek chromatyny. Zkaiczeniu tego etapu bufor lizigy

wylewano.
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2.10.4. Traktowanie komoérek roztworem enzymu FPG

Po zakaczeniu etapu lizy szkietka mikroskopowe z naniegionprobkami ptukano
za pomog buforu reakcyjnego F trzykrotnie po 5 min. w temgterze 4 °C bez dagiu
Swiatta. Etap ten umdiwiat nie tylko zneutralizowanie prébek do pH8, ale te zapewniat
odpowiednie warunki dla aktywdo enzymu FPG. Nagbnie probki przenoszono dozta
lodowej, po czym nanoszono na nie:

— bufor reakcyjny F w iléci 50 uL na kada pozycg szkietka stanowicego odniesienie

w stosunku do probki traktowanej enzymem FPG,

— roztwor zawierajcy enzym FPG w iléci 50 uL na kada wiasciwg pozycg szkietka.

Kazda pozycg szkietka podstawowego przykrywano za pomoczkietka
nakrywkowego (22 x 22 mm). Przygotowane probki poseono do pojemnika
zapewniajcego odpowiedniwilgotnos¢. Szkietka inkubowano w nim przez okres 30 min. w
temperaturze 37 °C bez dgsti $wiatta. Te parametry inkubacji stwarzaty optymalverunki

dla umaliwienia dziatania enzymu FPG.

2.10.5. Rozwijanie DNA i elektroforeza w warunkatialicznych

Szkietka mikroskopowe z naniesionymi probkami posmono do aparatu do
elektroforezy i zalewano buforem elektroforetycznyEtap ten, powodagy relaksagj
nadkeconego DNA w chromatynie, prowadzono przez 40 mintemperaturze 4 °C bez
dostpu $wiatta. Po uptywie tego czasu aparat do elektraprpodhczano do zasilacza i
prowadzono elektroforezprzez 30 min. przy naggiu 25 V i nagzeniu 300 mA.

Po zakaczeniu tego etapu szkietka przenoszono do pionowegemnika do
barwienia, zalewano je buforem PBS i pozostawianarnwna okres 10 min. Na zaktzenie
szkietka przemywano wad demineralizowasg (10 min.), a nagpnie wyjmowano z

pojemnika i pozostawiano do wyschria.

2.10.6. Barwienie DNA i analiza mikroskopowa

Szkietka mikroskopowe uktadano w poziomym pojemnikaalewano roztworem
barwnika SYBR Gold. Pojemnik przenoszono ngstie na wytrasarlke kotowa na okres 40
min. (4 °C, bez dospu $wiatta). Nastpnie roztwér SYBR Gold wylewano, a prébki z
wybarwionym DNA przemywano dwukrotnie wgdlemineralizowas i pozostawiono do
wyschnecia. Bezpérednio przed przeprowadzaniem analizy mikroskopowej kady
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preparat nanoszono 2@L wody demineralizowanej i przykrywano go szkietkie
nakrywkowym (22 x 22 mm). Probki aoglano pod mikroskopem fluorescencyjnym
sprzzonym z kamey rejestrugca obraz przy powkszeniu 200x (10x okular x 20x
soczewka). Oceny stopnia uszkodzenia materialutgermeego dokonywano przy pomocy
programu Comet Assay IV Perceptive Instrumentinazliwia on pomiar intensywniei
fluorescencji kompleksu barwnika SYBRGold — DNA (proporcjonalnej do ifgi DNA)
znajdupcego st w obrbie gtowy i ogona komet (rysunek Il 10), powstdtyna skutek

przeprowadzenia poszczegolnych etapdw testu konegiow

A

Comet Assay IV Perceptive Instruments

komety

% fluorescencji w obrebie gtowy komety % fluorescencji w obrebie ogona komety

Rysunek Il 10. A - wyglad komet odzwierciedlagych stopié@ uszkodzenia DNA uzyskanych w
wyniku przeprowadzenia testu kometowegayciem komoérek TK6.

B - rozkiadintensywndci fluorescencji kompleksu barwnika SYBRGold — DNA (proporcjonalnej
do ilosci DNA) znajdupcego s w obrbie glowy i ogona komety uwidoczniony przyyaiu

programuComet Assay IV Perceptive Instruments

Na kazdym z preparatdow mikroskopowych analizowano pogserj komorkowych z
kazdej pozycji szkietka. Z otrzymanych wynikow dla 1(¥ler (pochodacych z jednej
probki, czyli dwéch pozycji szkietka mikroskopowggayznaczano medign(osobno dla
kazdego z 3 powtdrze daswiadczenia) z warkei, jakie otrzymywano dla intensywém
fluorescencji w olgbie ogondéw komet. Wyniki przedstawiano jako wéattcsredni
(obliczory z przynajmniej trzech otrzymanych waxtd mediany) = SD (odchylenie
standardowe). Na podstawie uzyskanych rezultatbwowgino wykresy zah®osci
intensywndci fluorescencji w olybie ogondéw komet odzwierciedigej uszkodzenia DNA

(% DNA w ogonie) od stenia badanych probek otrzymanych na bazie owoc@miiar
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wiciokrzewu sinego. Im wksza byta ilé¢ materialu genetycznego znajsitggo st w
ogonie komety, tym uszkodzenie DNA bylogksze.

3. Oméwienie i dyskusja wynikow

W literaturze pojawia si coraz wecej prac péwieconych badaniom i opisom
przemian wybranych grup fitoze#kow w trakcie przetwarzanigywnosci. Na ich podstawie
mozna stwierdzi, ze proces technologiczny mm przyczynia sie do obnkenia lub
podwyzszenia zawartei okreslonych substancji w finalnym produkcie, jak i spaewa
powstanie nowych substancji o pozytywnym lub negagm dziataniu. Badania takiey s
rowniez prowadzone na Wydziale Chemicznym Politechniki @3#ej. W przypadku
obrébki kulinarnej kapusty biatej wykazan@e zar6wno ogrzewanie jak i kiszenie podnosi
potencjat przeciwutleniagy tego warzywa [105]. Z kolei badania zddlcioproduktow z
buraka czerwonego do ochrony komorek przed stredesydacyjnym dowiodtyze zaden z
poddanych ocenie produktéw dgstych handlowo nie zachowat pozytywnych aktywsio
obserwowanych w przypadku nieprzetworzonego sokegn warzywa [125]. Oczywistym
jest zatem,ze w produkcji zywnaosci funkcjonalnej o potwierdzonym prozdrowotnym
dziataniu, czylizywnaosci, ktéra projektowana i produkowana jest w opargiwiedz na
temat oddziatywania jej sktadnikbw na organizm kidmiezkedna jestscista kontrola
procesu produkcyjnego [126].

W badaniach obtych rozpraw doktorsk, obok techniki HPLC-DAD umdiwiajacej
oznaczenie zawaroi bioaktywnych fitozwazkow, zastosowano techgikodcisku palca”
przeciwutleniaczy w wybranych probkach otrzymanych bazie owocoOw aronii oraz
wiciokrzewu sinego jako uzupetnienia testéw spditametrycznych oraz techniki TLC. Jak
juz wczeniej wspomniano, reaktywne formy tlenu (RFT), genmgr stan stresu
oksydacyjnego w organizmie ludzkim, przyczyniagie do rozwoju nowotworéw, choréb
serca, choréb neurodegeneracyjnychzaleu podica proceséw starzenia, a nhawet
szkodliwasci zanieczyszcze srodowiskowych [107; 127; 128]. Obecio substancji o
charakterze przeciwutleniaczy wywnosci jest jedm z najwaniejszych obecnie
sugerowanych strategitywieniowych stigcych ochronie przed toksyczioyg wywotana
przez RFT. Wybor wiiwosci przeciwutleniajcych jako markera ma jeszcze dodatkowe
uzasadnienie. Jak wskazupa to liczne badania, substancje wykaeejr&ne cenne ze
zdrowotnego punktu widzenia aktywdoo biologiczne maj czsto chemicznie charakter
przeciwutleniaczy [129].
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3.1. Wybor sposobu przygotowania probek do bada

Biorgc pod uwag fakt, ze fitozwigzki, w tym rownie antocyjany, mog by¢ w
réznym stopniu ekstrahowane 2z badanych prébek za ppmposzczegdbinych
rozpuszczalnikow [130], poglp proly wyboru odpowiedniego rozpuszczalnika stosowanego
do ekstrakciji liofilizatow otrzymanych zZaviezych owocow oraz z produktow uzyskanych z
owocow aronii. W tym celu zliofilizowanpréblke swiezych owocow aronii (okrdang jako
6S wedlug oznacze produktow zawartych w tabeli Il 1) ekstrahowana pomog
rozpuszczalnikow takich, jak:

- metanol,

- etanol,

- aceton,

— roztwor metanolu w wodzie (70 %),

- roztwér etanolu w wodzie (70 %),

- roztwér acetonu w wodzie (70 %).

Otrzymane ekstrakty poddano analizie w celu pordwanawydajndci ekstrakcji pod
wzgledem zawartéci  zidentyfikowanych fitozwgzkow oraz catkowite] aktywrigi
przeciwutlenigjcej. W ten sposob uzyskano wyniki, ktére byly padst do doboru
rozpuszczalnika shacego do ekstrakcji wszystkich probek liofilizatéwiraymanych z

owocow aronii.

3.1.1. Poréwnanie zawarfoi bioaktywnych fitozwizkow w rénych ekstraktach wybranej

prébki otrzymanej z owocow aronii

Do oznaczenia zawadw fitozwigzkdw w otrzymanych ekstraktach wykorzystano
technilke HPLC-DAD. Identyfikacji poszczegoélnych fitozgakow dokonywano na podstawie
czasOw retencji oraz widm UV substancji wzorcowyglwasu chlorogenowego, kwasu
kawowego, kwasu protokatechowego, kwasu cynamonowdégercetyny, hyperozydu,
rutyny, cyjanidyno-3-glukozydu oraz cyjanidyno-3ajdozydu. Przyktadowe
chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek edpdnich ekstraktéw przedstawiono
na rysunkach Il 11 oraz Ill 12.

70



CZESC DOSWIADCZALNA

6.975

mAU 2
250

~
16.987
>]

200

150 1

100 -

50 7

13.737 o

o
o
6.572

mAU

N
6.955

120+

1007

80

60

407

20

6.547 —

mAU

1507
1007

50

6.958 N
11.696 »

2 4 6 8 10 12 min.

Rysunek Il 11. Przyktadowe chromatogramy uzyskane w wyniku agalizdébek ekstraktéw
otrzymanych z owocéw aronii przyzyciu techniki HPLC-DAD. A — ekstrakt metanolowy, B
ekstrakt etanolowy, C — ekstrakt acetonowy.

1 — kwas protokatechowy, 2 — pochodna kwasu chemogego, 3 — pochodna kwasu cynamonowego, 4 — kwas
chlorogenowy, 5 — pochodna kwasu kawowego, 6 — kwasowy, 7 — cyjanidyno-3-galaktozyd, 8 —
cyjanidyno-3-glukozyd, 9 — pochodna cyjanidyny, 4@wigzek z grupy antocyjanéw, 11 — zwek z grupy
antocyjanéw, 12 — pochodna cyjanidyny, 13 — hypgap24 — rutyna.
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Rysunek Il 12. Przyktadowe chromatogramy uzyskane w wyniku agalzébek ekstraktow
otrzymanych z owocow aronii przyyciu techniki HPLC-DAD. Ekstrakty otrzymane za paspd0
% roztworoéw wodnych: A — metanolu, B — etanolu, &cetonu.

1 — kwas protokatechowy, 2 — pochodna kwasu chemogego, 3 — pochodna kwasu cynamonowego, 4 — kwas
chlorogenowy, 5 — pochodna kwasu kawowego, 6 — kwasowy, 7 — cyjanidyno-3-galaktozyd, 8 —
cyjanidyno-3-glukozyd, 9 — pochodna cyjanidyny, 4Gwiagzek z grupy antocyjanéw, 11 — zwmek z grupy
antocyjanéw, 12 — pochodna cyjanidyny, 13 — hypgap24 — rutyna.
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Tabela Ill 4. Zawartdci zidentyfikowanych zwgzkow w ekstraktach otrzymanych z probki owocéw

aronii 6S.
_ ekstrakty otrzymane za pomoc  a: ekstrakty otrzymane za po'mc.)c a70 %
zwiazek wodnych roztwordw:
metanolu etanolu acetonu metanolu etanolu cetonu
kwas
0,0366 * ) 0,106 + 0,127 « 0,160 +
protokatechowy 0,0068 S 0,016 0,017 0,017
[mg/g s.m.]
kwas
chlorogenowy 2,96 +0,25 191 +0,21 0’02(‘)?’1‘; * 36002829 * 2,88 £0,16 3,45 +0,18
[mg/g s.m.] ’ ’
kwas kawowy 0,0599 + 0,0336 * _ 0,0577 + 0,0482 + 0,0631 +
[mg/g s.m.] 0,0056 0,0047 0,0021 0,0028 0,0043
hyperozyd 0,556 = 0,333 = _ 0,540 = 0,471 + 0,522 +
[mg/g s.m.] 0,067 0,038 0,055 0,026 0,024
rutyna 0,667 = 0,421 + _ 0,755 = 0,688 + 0,747 +
[mg/g s.m.] 0,038 0,072 0,025 0,038 0,067
kwercetyna } } ) 0,07449 = } i}
[mg/g s.m.] 0,00073
cyjanidyno-3- 0.032 &
galaktozyd 19,7 +2,0 10,011 0.012 17,15 +0,98 14,2 1,0 4,49 +0,47
[mg/g s.m.] '
Cy“"‘lzfg’znof' 0,576 « 0,308 = ) 0,501 + 0,413 + 0,148 =
gluKozy! 0,058 0,031 0,025 0,028 0,027
[mg/g s.m.]

s, ilodci sladowe
Przedstawione wynikigssredng z 3 niezalenych oznaczg (x,, = SD). Kolorem czerwonym 0znaczono napsye s¢zenia
poszczegolinych fitozwekow zidentyfikowanych w badanych ekstraktach.

W wyniku przeprowadzonych baflastwierdzono, ze oznaczane zwgaki w
najwickszych s¢zeniach wyspuja w ekstraktach otrzymanych za porgonetanolu oraz za
pomog 70 % roztworu metanolu lub acetonu w wodzie. Zaggarkwasu chlorogenowego,
kawowego i protokatechowego okazalg biy¢ najwicksza w ekstrakcie otrzymanym za
pomog 70 % wodnego roztworu acetonueZinie rutyny oraz kwercetyny byto napksze
w ekstrakcie otrzymanym za pomoc¢0 % roztworu metanolu w wodzie. Niemniej jednak
zawarté¢ zaréwno hyperozydu, jak i dwoch zidentyfikowanyawiazkOw z grupy
antocyjanéw (cyjanidyno-3-glukozydu oraz cyjanidydwgalaktozydu) okazata ¢sibyc
najwicksza w ekstrakcie uzyskanym w wyniku zastosowanietanolu jako czynnika
ekstrahujcego. Pozostate rozpuszczalniki (etanol, acetorz ooztwdr wodny etanolu)
okazaly st by¢ mniej efektywnymi ekstrahentami dla prébki liaféitu otrzymanego z

owocow aronii.
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3.1.2. Poréwnanie catkowitej aktywdod przeciwutleniajcej ré&nych ekstraktow wybranej

prébki owocow aronii

W celu oznaczenia wdaiwosci przeciwutleniagjcych poszczegélnych ekstraktow
postwzono st testami: ABTS, DPPH oraz testem opartym na wykstaryiu odczynnika
Folina-Ciocalteua (F-C). Aktywna¢ przeciwutleniggca wyznaczono na podstawie
sporadzonych krzywych wzorcowych uzyskanych w wyniku azzey przeprowadzonych
dla probek wzorcowego roztworu Troloxu (w metanol@jrzymane wyniki przedstawiono

na rysunku Il 13.

500 -
— 400 -
e 0 ABTS
2 3001 & DPPH
£ -
g 'S BF-C
% 200 - t:
: b
100 - 4
L d
a4
0 ¢ — [ :
MeOH EtOH Aceton 70% MeOH 70% EtOH 70% Aceton
Rysunek Il 13. Wiasciwosci przeciwutleniajce probek ekstraktéw rozpuszczalnikowych

otrzymanych z owocow aronii oklene za pomag testow ABTS, DPPH oraz testu, w ktérym
wykorzystuje s} odczynnik F-C w przeliczeniu na rownamgki Troloxu [umol/g s.m.].

Przedstawione wynikigsiredng z 3 niezaleénych oznacze (X, + SD).

W wyniku przeprowadzonych éeiadczéh mazna stwierdz, ze prébka owocow
aronii (okrgélana jako 6S wedtug oznaczproduktéw zawartych w tabeli 11l 1) ekstrahowana
za pomog metanolu wykazuje najwkszy aktywna¢ przeciwutleniggcg w przypadku
stosowania testu ABTS oraz testu wykorzygtago odczynnik F-C w poréwnaniu z innymi
probkami. W técie DPPH najwikszy potencjat przeciwutlenigy obserwowany byt dla
probki ekstrahowanej za pompc/0 % roztworu acetonu w wodzie. W przypadku

pozostatych probek stwierdzono mnigjsiktywna¢ przeciwutleniajcs.

Wybor rozpuszczalnika do ekstrakcji probek liofiiaw ze swiezych owocdéw oraz

produktéw otrzymanych z owocow aronii

Przedstawione powgj wyniki oznaczé zawartdci poszczegolnych fitozwekow
oraz aktywnéci przeciwutleniajcej probki owocow aronii (prébka 6S) dowiodig spdrod
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wszystkich przebadanych ekstrahentéw najbardziektgvnym rozpuszczalnikiem jest
metanol. Zatem rozpuszczalnik ten postanowionastasw kolejnych etapach bafla

Wybér rozpuszczalnika do ekstrakcji prébek liofiligw zeswiezych owocdw wiciokrzewu

sinego
Analogiczne badania do tych, ktore przedstawiomwvygej (dotyczce wyboru

rozpuszczalnika stosowanego do ekstrakcji liofibwa otrzymanych z owocOw aronii),
przeprowadzono na Wydziale Chemicznym PolitechGilieaskiej w roku 2009 dla probek
liofilizatow otrzymanych z owocdw wiciokrzewu simegEksperymenty te oldy m.in.
poréwnanie efektywni@i ekstrakcji liofilizatbw otrzymanych z #@ych odmian owocow
wiciokrzewu sinego za pomgaych samych rozpuszczalnikéw, co w przypadku liediu
otrzymanego z owocOw aronii (probka 5S), podtekn catkowite] aktywngci
przeciwutleniajcej. Przeprowadzono rowrienaliz chromatograficza (z wykorzystaniem
techniki HPLC-DAD) badanych probek, $&awyniki przedstawiono w postaci
chromatogramow typu ,,odcisk palca”. Na podstawigskanych wynikéw stwierdzonae
najbardziej efektywnym rozpuszczalnikiemytym do ekstrakciji liofilizatow otrzymanych z
owocOw r@nych odmian wiciokrzewu sinego byt metanol [131jatém ekstrahent ten
zastosowano rownie w eksperymentach (na etapie przygotowywania iaaibw
otrzymanych na bazie owocéw wiciokrzewu sinego doldn) wykonywanych w ramach
rozprawy doktorskiej.

Jak wspomniano w rozdziale 11l 2.1, w przypadkdiliatéw otrzymanych z owocéw
aronii oraz wiciokrzewu sinego wykorzystywanych adbaniach z zyciem komorek TK®6,
jako rozpuszczalnik do ekstrakcji stosowano 70 Zwor etanolu. Wynikato to ze zbyt zkj

toksyczngci metanolu w stosunku do komérek eukariotycznych.

3.2. Poréwnanie zawarkei bioaktywnych fitozwjzkéw w régnych produktach spgywczych

otrzymanych z owocow aronii i wiciokrzewu sinego

Majac na uwadze faktze zawarté¢ substancji wyspujacych w owocach mae
zmieni& sie w trakcie przetwarzania surowca [132], podj préke identyfikacji oraz
oznaczenia gken poszczegOlnych bioaktywnych fitozygkow zarowno w $wiezych
owocach, jak i w produktach spavczych otrzymanych z owocOw aronii oraz wiciokrzew
sinego. W tym celu zgromadzone probki podzielonoziary grupy:
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probki swiezych owocow aronii (okrdone jako 1S — 8S wedtug oznasizeawartych
w tabeli 1l 1) pochodzce z rénych upraw zlokalizowanych na terenie Polski (woj.
pomorskie, kujawsko-pomorskie, todzkie, lubusk@)zymane ze zbioréw z raych
lat (z roku 2006, 2007, 2008) oraz probki owocowngeh odmian wiciokrzewu
sinego (okr&lone jako W, B, Z,. WK, BR, J, ZL, 44 wedlug oznatzawartych w
tabeli Il 1) pochodzce z dwodch lokalizacji (woj. pomorskie oraz kujawsk
pomorskie) i zebrane w 2008 roku;

probka demu (okrélana jako 1D) otrzymanego z owocoOw aronii (7S) goaabki
pobrane podczas kolejnych etapéw produke@rdu (okrélone jako 1DM — 4DM)
wraz z surowcem wygiowym (probkawiezych owocow aronii oznaczona jako 8S);
probki sokéw otrzymanych z owocow aronii (1h — brgz wiciokrzewu sinego (J-1h
— J-5h) ogrzewane w temperaturze 100 °C przez dkreS godzin;

probki sokow otrzymane z owocOw aronii i wiciokragvginego ogrzewane za
pomog urzadzenia EnbioJet (oznaczenia probeka sodpowiednikiem temperatury
prowadzenia procesu obrobki sokow w zakresie 90-°C35 °C i dodatkowo w

temperaturze 80 °C dla soku z wiciokrzewu sinego).

Oznaczenie sktadu fitokompleksu probek sokéw i matavych ekstraktow otrzymanych ze

zliofilizowanych owocow aronii oraz wiciokrzewu sigo przeprowadzono za porgoc

metodyki, w ktorej na etapie oznaézkoncowych wykorzystuje sitechnilc HPLC-DAD.

Wykonane badania unmlbwity zidentyfikowanie oraz oznaczenie zawaxtbnastpujacych

osmiu bioaktywnych fitozwizkow w analizowanych prébkach:

kwas protokatechowy,
kwas chlorogenowy,
kwas kawowy,
hyperozyd,

rutyna,

kwercetyna,
cyjanidyno-3-galaktozyd,
cyjanidyno-3-glukozyd.
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3.2.1. Poréwnanie zawarfoi bioaktywnych fitozwizkéw w prébkachswiezych owocow

aronii i wiciokrzewu sinego

W ksztatltowaniu wiéciwosci prozdrowotnych owocow, w tym zewtasciwosci
przeciwutleniagcych, wanga role odgrywaj polifenole. Jak jednak wiadomo, w ebie tego
samego gatunku nina zidentyfikowa fitozwigzki, ktérych zawarte¢ w owocach réni sie
w zaleznosci od miejsca i warunkéw uprawydlny, z ktérej zostaly one zebrane, azalod
toku postgpowania z owocami do momentu ich konsumpcji w postsurowej lub
przetworzonej. Tote kolejne déwiadczenia staylty wyodrebnieniu owocoéw aronii oraz
wiciokrzewu sinego o najkorzystniejszym skladziestancji bioaktywnych. W tym celu we
wszystkich probkach metanolowych ekstraktow lig@liow otrzymanych zewiezych
owocOw oznaczono zawastopolifenoli. Otrzymane wyniki zestawiono w tabéli3.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzone,owoce aronii charakteryzugic
bardzo dug zawartdcig cyjanidyno-3-galaktozydu. Spad wszystkich zgromadzonych
probekswiezych owocow aronii najvekszymi zawartéciami tego zwazku charakteryzowata
si¢ prébka owocow zebranych w 2008 roku z uprawy jpahej w ogrodkach dziatkowych na
terenie Gdaska (okrélona jako 5S wedtug oznaazeawartych w tabeli Il 1). Nieznacznie
mniejsze stzenia cyjanidyno-3-galaktozydu zaobserwowano dlabgko ktore rownig
pochodzity ze zbiorow z 2008 roku, a mianowicie la dwocow oznaczonych jako 6S
(miejsce uprawy: Gdsk-Osowa) oraz 8S (miejsce uprawy: Brusy, firma ngapol”).
Porownywalny poziom tego fitozezku zauwaono w przypadku probki 4S zebranej w 2007
roku (pochodzenie: firma ,,Agropharm”). Najmniejgszawartdcia cyjanidyno-3-galaktozydu
charakteryzowala siprobka 1S zebrana w Tarnowce w 2006 rokwzedtie drugiego
zwigzku z grupy antocyjanow, cyjanidyno-3-glukozyduap#to s¢ by¢ duzo mniejsze w
poréwnaniu do zawarfoi cyjanidyno-3-galaktozydu w badanych prébkaéWiezych
owocOw aronii. Zawart® tego pierwszego byta najgpkisza w przypadku prébki 4S, £a
najmniejsza dla 1S. Owoce aronii charakteryzsj stosunkowo wysokim poziomem
stezenia kwasu chlorogenowego, napsgym dla probki oznaczonej jako 6S (miejsce
uprawy: Gdask-Osowa, rok zbioru: 2008), Zaajnizszym — dla 7S (miejsce uprawy: Brusy,
firma ,Fungopol”, rok zbioru: 2008). Zawa&d hyperozydu oraz rutyny byta mniejsza ni
ilos¢ kwasu chlorogenowego w tych owocach. Nakszym sgzeniem tych dwdch

fitozwigzkow charakteryzowatagprobka 8S, Zaprébka 1S — najmniejszym.
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Tabela 1l 5. Zawartd¢ bioaktywnych fitozwazkbw w prébkach swiezych owocow aronii i wiciokrzewu sinego oznaczona ekstraktach

rozpuszczalnikowych przy zastosowaniu techniki HHLAD.

STEZENIA ZWIAZKOW [mg/g s.m.]

g

(8]

g g

o o ) ) X .

kwas protokatechowy kwas chlorogenowy kwas kawowy hyperozyd rutyna kwercetyna cyjanidyno-3-galaktozyd cyjanidyno-3-glukozyd

1S 0,08766 + 0,00094 2,106 +0,027 s 0,582 +0,050 0,913 +0,050 nw 13,12+0,31 0,3981 +0,0074
2S 0,0657 +0,0010 2,8736 £0,0018 nw 0,727 +0,058 1,2418 +0,0071 nw 19,26 +0,12 0,6779 £0,0016
3S nw 3,251 +0,056 s 0,665 +0,088 1,108 +0,023 nw 17,23+0,22 0,6244 +0,0096

- 4S8 0,048 + 0,044 2,762 +0,022 s 0,902 + 0,054 1,218 + 0,012 nw 20,16 £0,11 0,755 + 0,030

5

® 58 s 3,266 +0,013 s 0,688 +0,070 0,938 +0,042 nw 21,8537 +0,0095 0,6406 +0,0015
6S s 4,919 +0,051 0,0999 +0,0037 1,011 +0,076 1,579 +0,040 nw 20,57 +0,14 0,6665 +0,0063
7S s 1,854 +£0,033 0,029 +0,011 0,928 +0,030 1,271 + 0,030 nw 16,281 +0,081 0,5999 +0,0053
8S 0,064 + 0,046 3,788 +0,019 S 1,204 + 0,052 1,65+0,12 nw 20,39+0,13 0,71315 +0,00085
w nw 3,8284 +0,0028 nw nw 2,849 +0,076 nw nw 22,31+0,12
B nw 2,288 +0,050 s nw 1,832 +0,048 0,152 +0,011 nw 21,95+0,33
z 0,0689 +0,0025 2,2900 +0,0028 s nw 2,486 +0,011 0,515 +0,020 nw 17,238 +0,022

g

; WK nw 2,016 +0,014 nw nw 1,6691 +0,0079 nw nw 17,64 £0,26

8

—é BR nw 2,324 +0,020 nw nw 1,600 + 0,097 nw nw 15,49 + 0,18

8

2
ZL nw 1,416 0,020 s nw 2,132 +0,072 0,6197 +0,0089 nw 16,74 £0,28
J 0,196 + 0,012 3,4505 +0,0090 0,080 +0,013 nw 2,88+0,11 1,058 +0,032 nw 26,36 +0,20
44 nw 2,376 £0,032 nw nw 1,527 +0,018 nw nw 16,68 + 0,15

s, ilosci sladowe; nw, nie wykryto

Przedstawione wynikigssredni z 3 rownolegltych oznacadx,, + SD).

Kolorem czerwonym oznaczono najpege s¢zenia badanych substancji w probkach otrzymanyclhacow aronii oraz wiciokrzewu sinego.
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llo$¢ kwasow: protokatechowego oraz kawowego w probkaeticéw aronii okazata siby¢
nieznaczna. Ponadtozadnej z prébekwiezych owocéw aronii nie wykryto kwercetyny.

Co ciekawe, poréwngg prébkiswiezych owocow aronii (1S oraz 2S) pochadych
z tej samej lokalizacji (Tarnowka), ale ze zbiorawd&znych lat (z roku 2006 i 2007) pod
katem ilasci znajdugcych s¢ w nich bioaktywnych zwzkow, zaobserwowano wksz
zawartd¢ prawie wszystkich oznaczanych substancji w probkaebranych w 2007 roku.
Wyjatkiem w tym przypadku byta zawakiokwasu protokatechowego oraz kawowego, ktora
okazata si by¢ wicksza dla probki pochodeej ze zbiorow w 2006 roku. Analizg
otrzymane wyniki oznaciewarto rownie zwrockk uwag na to,ze wplyw na zawartad
poszczegodlnych zwikkdéw (obok roku zbioru) miat rownieczas zbioru owocéw aronii w
danym sezonie. Réice w tym zakresie nmima byto dostrzec na przykiadzie prolsgkezych
owocOw aronii oznaczonych jako 7S oraz 8S. Obidiggamwocoéw pochodzity z tej samej
plantacji, jednake zebrane zostaly w z0ym czasie — pierwsza partiaviezych owocow
(probka 7S) zostata zebrana na ptkiz wrzenia, z& druga partia (prébka 8S) pod koniec
wrzesnia 2008 roku. Zawarfoi wszystkich oznaczonych fitozgakow (za wyjtkiem kwasu
kawowego) w probce 7S okazaty $iy¢ mniejsze ni stzenia tych zwgzkow w probce 8S.
Najbardziej wyrang roznicg byto widat na przyktadzie cyjanidyno-3-galaktozydu, ktérego
stezenie w probce owocdéw zebranych pod koniec wnizebyto o okoto 25 % wksze ni w
probce pochodicej ze zbiorébw z pogtku tego samego miegsia. Co wgcej, zawartéc
kwasu chlorogenowego w probce 8S okazatdgt 2-krotnie weksza nk ilos¢ tej substancii
w prébce owocéw aronii oznaczonej jako 7S. Obseevir potwierdzaj opisan takze dla
innych gatunkow rdin zaleznosé, ze im dhwszy jest czas dojrzewania owocow aronii w
danym sezonie, tym wksza jest zaward bioaktywnych fitozwazkéw w tych owocach.

Owoce wiciokrzewu sinego w poréwnaniu do aroniirelkgeryzowaty si mniejsz
zawartdcig polifenoli. Naley jednak podkrdi¢, ze stzenie cyjanidyno-3-glukozydu w
probkach swiezych owocow wiciokrzewu sinego okazatce diy¢ bardzo due (znacznie
wieksze nk w przypadku owocéw aronii). Najaksza ilg¢ tego zwizku wystpowata w
prébce owocow wiciokrzewu sinego odmiany ,Jolanfakreslona symbolem ,J” wedtug
oznaczé w tabeli Ill 1). Najmniejsgz zawartd¢ tego zwyzku odnotowano w przypadku
owocow odmiany o nazwie ,Beowa” (BR), pochodicej z Osielska. Natomiast w owocach
zadnej z odmian wiciokrzewu sinego nie wykryto cyggmo-3-galaktozydu ani hyperozydu.
Niemniej jednak, podobnie jak w przypadku owocévondr we wszystkich probkach
owocoOw wiciokrzewu sinego stwierdzono obegnmnacznych iléci kwasu chlorogenowego.

Najwickszy zawartdcia tego zwizku charakteryzowaty siowoce odmiany ,Wojtek” (W)
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pochodacej z Leborka, natomiast najmniegz owoce odmiany ,Zielona” (ZL) zebranej w
Osielsku. Porowngf stzenia rutyny w obgbie zgromadzonych prébek wiciokrzewu sinego
stwierdzonoze najweksza ilg¢ tej substanciji wygpowata w przypadku owocéw odmiany
»~Jolanta” (J), z& najmniejsz odnotowano dla owocéw odmiany o humerze 44 (porius]

z Osielska). Najwiszym poziomem gtenia kwasu kawowego dnod wszystkich probek
swiezych owocow wiciokrzewu sinego charakteryzowaty@ivoce odmiany ,Jolanta”. Kwas
protokatechowy oraz kwercetyrwykryto w owocach odmian: ,Jolanta” (w napkszym
stezeniu w poréwnaniu z innymi probkami owocéw wiciogwu sinego) i ,Zielona”
(pochodzca z Leborka) oraz dodatkowo ten ostatni zeek znaleziono w owocach odmiany
.Brazowa” z Lgborka i ,Zielona” z Osielska.

Analizujac otrzymane wyniki dla tych samych odmian owocoweiokrzewu sinego
(,Wojtek”, ,Brazowa”, ,Zielona”) pochodgcych z dwoch rénych lokalizacii, tj. leborka
oraz Osielska, stwierdzonee stzenie prawie wszystkich oznaczonych fitogzekow byto
wicksze w owocach zebranych welorku. Wyptek stanowity jedynie owoce odmiany
»Zielona” (ZL) z Osielska, w ktorych zawasbd kwercetyny byta wiksza ni w przypadku
owocOw tej samej odmiany pochadej z Lcborka. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzonoze zar6wno odmiana, jak i miejsce pochodzenia owor@y istotne znaczenie
w przemyle spaywczym. Podczas procesOw obrobki surowcag$€z zwigzkow
polifenolowych mae zostéd utracona, dlatego wae jest, aby owocezyte do produkcji
artykutow zywnaosciowych charakteryzowaly sijak najwikszy zawartdcig bioaktywnych
fitozwigzkow.

Podsumowujc, naley podkréli¢, ze otrzymane wyniki magstanowé dowdd na to,
ze ze wzgidu na skiad fitokompleksu owoce aronii zaleca vier& w danym sezonie
poczwszy od ostatniej dekady miesa wrzénia. Ponadto, warto doélaze ze zdrowotnego

punktu widzenia najlepszymi owocami wiciokrzewuegjio § owoce odmiany ,Jolanta”.

3.2.2. Zmiany zawarfoi bioaktywnych fitozwizkow w probkach owocéw aronii pobranych

podczas produkcjizémow

Jak ju wczeéniej wspomniano, sposob przetwarzania owocéwzanmig istotny
wplyw na zawart& substancji bioaktywnych w produkcie dapwym. Tym samym wana
staje s¢ wiedza na temat zmiane¢genia zwizkéw polifenolowych w surowcu podczas

kolejnych etapéw produkcji artykutdw spavczych. Pozwala ona na wskazanie etapéw, w
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ktorych zachodg najwicksze zmiany w skladzie fitokompleksu owocéw, co tgamym
moze grozé utrap wiasciwosci prozdrowotnych.

W celu wyodebnienia etapow obrobki surowca, ktore maogie¢ kluczowe znaczenie
w tym zakresie podczas otrzymywania produktowzgpazych, przéledzono zawarte@
polifenoli w owocach aronii w trakcie produkcjizemow. W déwiadczeniach tych
metanolowy ekstrakt liofilizatu otrzymanego #wiezych owocow okréonych jako 7S
(wedlug oznacze w tabeli Ill 1) porownano pod gkem zawartéci fitozwigzkow z
metanolowym ekstraktem liofilizatu otrzymanym z Ikt dzemu — 1D. Analogiczny
eksperyment przeprowadzono dla probki owocéw arokiieslonej jako 8S i dla prébki
dzemu okrélonej jako 4DM oraz dla probek pobranych na posgélre/ch etapach produkciji
tego artykutu spoywczego (probki oznaczone jako 1DM — 3DM). Otrzymawyniki
zestawiono w tabeli 11l 6.

W wyniku przeprowadzonych batl@akazato sj, ze probka demu okrélana jako 1D
charakteryzowata i mniejsz zawartdcia wszystkich oznaczanych fitozazkéw za
wyjatkiem kwasu protokatechowego, ktéregadlav produkcie byta wiksza w poréwnaniu z
surowcem wyjciowym (7S). Najweksz réznicg odnotowano w przypadku dwoch zekow
Z grupy antocyjanéw, a mianowicie: cyjanidyno-3ajabzydu oraz cyjanidyno-3-glukozydu,
ktorych zawarté¢ okazata si by¢ 50-krotnie mniejsza w probceemu 1D w poréwnaniu z
surowcem (owoce 7S). H6 kwasu kawowego w probce tego produktu (1D) rownie
drastycznie rénita sk od jego sfzenia w owocach (7S). Wzdmie bowiem zauwa&no
obecna&¢ tej substancji tylko w iléciach sladowych. Zawart& pozostatych zwizkow
(kwasu chlorogenowego, hyperozydu, rutyny)ztalokazata si by¢ mniejsza w probce
dzemu (1D) w poréwnaniu do tenia tych substancji w prébésviezych owocow aronii
(7S). Raénica ta byta mniejsza hiw przypadku pozostatych zywkow, niemniej jednak,
podobnie jak dla reszty oznaczonych polifenoli, n@# statystycznie istotna.

Spadek zawartoi fitozwigzkdw pod wptywem obrobki zauwano rownie dla
poszczegodlnych prébek pobieranych podczas kolejeyapdw produkcji Zzemu okrélonego
symbolem 4DM (wedtug oznaczev tabeli 11l 1). Surowiec &yty do jego produkcji (owoce
aronii 8S) charakteryzowatesnajwickszy zawartdcia oznaczanych substancji za gtigiem
kwasu protokatechowego. §lotego ostatniego zwzku na kadym etapie produkcji aemu
nieznacznie wzrastata. W probce umytych owocéw (Jdnotowano prawie identyczne
stezenia wszystkich oznaczonych z@kow w poréwnaniu z surowcem (8S). Statystycznie
istotny spadek zawadoi polifenoli takich, jak: cyjanidyno-3-galaktozyd,cyjanidyno-3-

glukozyd, kwas chlorogenowy i kawowy zaobserwowadta prébki pobranej po
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rozdrobnieniu owocow (probka 2DM) w poréwnaniu &gezymi owocami (8S). Jednak
etapem przetwarzania, w ktérymgstnia wszystkich zvgzkow, za wyjtkiem wspomnianego
wczesniej kwasu protokatechowego, zmalaty w ngjgizym stopniu, okazato¢sgotowanie
rozdrobnionych owocow z cukrem (pobrana probka czowma jako 3DM). Podczas tego
etapu produkcji Zemu zawartéci oznaczanych substancji w pobranej probce bytplamio 3
(dla kwasu chlorogenowego) do 6 razy mniejsze (diganidyno-3-galaktozydu) w
poréwnaniu z surowcemswiezymi owocami aronii — probk 8S). Podczas procesu
pasteryzacji stenie tych zwizkdédw nie spadio ju tak silnie. Niemniej jednak ikgi
fitozwigzkdw w produkcie kacowym po pasteryzacji (4DM) byly znagd mniejsze i w
surowcu wyjciowym (8S). Zawart@& kwasu chlorogenowego w prébceedu (4DM)
obnizyta sk ponad 3-krotnie, stenie hyperozydu i rutyny zmalato 5-krotnie,$ z#os¢
antocyjanéw — okoto 20-krotnie w porownaniu z probkvocow 8S. Nalkey jednak dodé ze
obserwowana wisza zawart@ fitozwigzkdw w probce demu 4DM, w poréwnaniu z ich
iloscia w prébce produktu 1D, wynika z gkszego sizenia tych substancji w surowcu
wyjsciowym (w prébce owocow 8S w poréwnaniu z 7S).

Warto podkréli¢, ze w przypadku produkcji obuzdmow (probka 1D oraz 4DM)
otrzymanych na bazie owocéw aronii (oznaczonych owdgdnio: 7S oraz 8S)
zaobserwowano podobne zailesci w stosunku do zawalo poszczegolnych fitozwzkow.
Zawarta¢ polifenoli zarowno w jednym, jak i drugim produkanaczco spadfa (najbardziej
drastycznie w przypadku antocyjandéw) w porownanel swiezymi owocami. Wyjtek
stanowit jedynie kwas protokatechowy, ktéregddlavzrosta nieznacznie w probce 4DM§za
znacaco w prébce 1D. Przyczyntakiej sytuacji mogto by powstawanie tego kwasu
podczas rozpadu innych fitozyzkdw w trakcie przetwarzania.

Majac na uwadze powgze wyniki, mana stwierdzi, ze najweksze straty substancji
bioaktywnych nagpowaly podczas poddania surowca dziataniu wysokespperatury,
mniejsze zaw trakcie operacji rozdrabniania owocéw. Ograniigeczasu trwania obrébki
termicznej to najwaniejszy parametr technologiczny wymagsj zoptymalizowania w

przypadku produkcjtywnosci o wysokiej jakéci zdrowotnej.
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Tabela Ill 6. Zawarté¢ bioaktywnych fitozwazkow w probkach produktow otrzymanych z owocow @romnaczona przy zastosowaniu techniki HPLC-
DAD.

< STEZENIA ZWIAZKOW [mg/g s.m.]
8 =
B 2
o o
kwas protokatechowy kwas chlorogenowy kwas kawowy hyperozyd rutyna kwercetyna cyjanidyno-3-galaktozyd cyjanidyno-3-glukozyd
7S s 1,854 + 0,033 0,029 +0,011 0,928 + 0,030 1,271 + 0,030 nw 16,281 + 0,081 0,5999 +0,0053
1D 0,1262 +0,0017 0,68870 +0,00063 * s 0,1378 £0,0017 * 0,2341 +£0,0047 * nw 0,3277 £0,0019 o 0,0120 +0,0017 o
8S 0,064 + 0,046 3,788 +0,019 s 1,204 + 0,052 1,65+0,12 nw 20,39 £0,13 0,71315 + 0,00085
<
5 1DM 0,063 + 0,055 ns 3,803 0,046 ns s 1,131 £0,042 ns 1,5291 +0,0018 ns nw 20,53 +0,33 ns 0,7078 +0,0092 ns
c
2DM 0,098 + 0,043 ns 3,205 +0,072 * nw 1,0220 +0,0069 ns 1,297 +0,011 ns nw 15,52 +0,18 o 0,6140 +0,0095 *
3DM 0,101 + 0,040 ns 1,182 + 0,040 ol nw 0,279 0,037 o 0,3141 +0,0042 * nw 3,46 0,10 ik 0,1360 + 0,0058 i
ADM 0,1256 +0,0084 ns 1,122 + 0,020 e nw 0,2400 +0,0050 ik 0,3177 +0,0068 * nw 0,9850 +0,0096 o 0,0388 +0,0013 o

s, ilosci sladowe; nw, nie wykryto

Przedstawione wynikigsséredni z 3 réwnolegtych oznaciée(x, + SD). Analiz statystycza pomidzy prébkamiswiezych owocéw (7S lub 8S) oraz prébkami owocéw poddhny
przetwarzaniu (odpowiednio: 1D lub 1DM — 4DM) pralzano za pomagctestu t-Studenta (oznaczenia poziomu istatho** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05; ns —aystycznie
nieistotne).

Kolorem czerwonym oznaczono najmsye sizenia badanych substancji w prébkach otrzymanyclvacéw aronii na etapie otrzymywania dwdch parteméw (z owocow oznaczonych jako
7S oraz 8S).



CZESC DOSWIADCZALNA

3.2.3. Zawarté¢ bioaktywnych fitozwizkédw w probkach sokow otrzymanych z owocéw
aronii oraz wiciokrzewu sinego poddanych tradycypi®dbce termicznej

Jednym z obecnych trendéw na rynku gpeczym jestzywnos¢ o wysokiej jakdci
zdrowotnej. Konsumenci zrgjen termin i coraz cltniej skgajg po produkty przygotowane
w sposoéb tradycyjny, bez syntetycznych dodatkéwwd2echyn gane takich artykutow
spazywczych stanowg wyroby otrzymywane z owocéw poddanych obrobce iezne) w
temperaturze 100 °C. Ten kulinarny zabiegstz mae trwa nawet kilka godzin (np.
podczas produkcji niektorychzemow). Jak ja wezeniej wykazano na przyktadzie owocow
aronii (w rozdziale Il 3.2.2), obrobka termicznaoie wywota duze straty zwizkow
polifenolowych w czasie krotszymznil godzina. W ramach pracy doktorskiej postanowiono
sprawdz¢ jakie zmiany zachodzw poziomie zawartxi fitozwigzkbw pod wplywem
diuzszego czasu ogrzewania. W tym celu prébki sokéwyotanych z owocéw aronii oraz
wiciokrzewu sinego ogrzewano w temperaturze 100pt@ez okres od 1 do 5 godzin.
Otrzymane wyniki zawartei oznaczonych polifenoli w badanych probkach sokow
zestawiono w tabeli 11l 7.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzone,stzenie zwijzku wystpujacego
w probce soku z aronii w najuwgzym sgzeniu, cyjanidyno-3-galaktozydu, po 1 godzinie
ogrzewania byto 3-krotnie mniejsze w poréwnaniegoj ilgicia w probce niepoddanej temu
zabiegowi (prébka oznaczona jako KON wedtug opisutaleli 11l 1). Dhwszy czas
ogrzewania (do 5 godzin) wywotat znaczny ubytek ge@pstancji. Podobna sytuacja miata
miejsce w przypadku drugiego zwku z grupy antocyjanow — cyjanidyno-3-glukozydu,
poniewa po poddaniu soku dziataniu temperatury 100 °Cpfzgodzir jego ilas¢ zmalata
2-krotnie. Jego skenie zmniejszato siwraz z dtugécia czasu ogrzewania. Po 5 godzinach
obrébki termicznej w probce wykryto tylkdadowe ilagci tego fitozwhzku. Probka soku z
owocoOw aronii charakteryzowatagsstosunkowo dig zawartdciag kwasu chlorogenowego,
ktGrego sgzenie nieznacznie spadio po 2 godzinach ogrzewanasgpnie pozostawato na
podobnym poziomie do kea prowadzenia dwiadczenia. Z kolei zawaré rutyny w
probce soku z owocéw aronii nie ulegata zmianie iygwe 4 godzin termicznej obrobki.
Przedhienie czasu ogrzewania o kolgjgodzire skutkowato tymze odnotowano znaczan
(statystycznie istoyy) roznice pomidzy poziomem stenia tego zwizku w probce
kontrolnej (KON) i ogrzewanej przez 5 godzin. W guivieastwie do zmian w zawaroi
rutyny, stzenie hyperozydu pozostawato na tym samym pozionrieezp caly czas

ogrzewania.
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Tabela Ill 7. Zawartg¢ bioaktywnych fitozwazkow w prébkach sokow z owocdw aronii i wiciokrzewimego poddanych obrébce termicznej oznaczona

przy zastosowaniu techniki HPLC-DAD.

© STEZENIA ZWIAZKOW [mg/mL]
g 3
2 2
=] [N
kwas protokatechowy kwas chlorogenowy kwas kawowy hyperozyd rutyna kwercetyna cyjanidyno-3-galaktozyd cyjanidyno-3-glukozyd
KON | 0,01432 +0,00033 0,449 +0,019 s 0,0896 +0,0065 0,1339 +0,0056 nw 0,616 + 0,077 0,0251 +0,0034
1h 0,06904 +0,00093 > 0,4313 +0,0010 ns s 0,0767 + 0,0014 ns 0,1417 +0,0059 ns 0,0194 +0,0011 0,212 +0,011 ns 0,01144 +0,00069  ns
© 2h 0,0846 +0,0043 * 0,39495 +0,00085 ns s 0,07772 + 0,00071 ns 0,13348 +0,00094 ns 0,02387 +0,00074 0,0558 +0,0042 ns 0,00380 +0,00035  ns
s
o
© 3h 0,0937 £0,0014 i 0,3857 +0,0055 ns s 0,0948 +0,0014 ns 0,1183 +0,0019 ns 0,02649 +0,00074 0,0200 +0,0022 ns 10,001710+0,000070 ns
4h 0,09970 +0,00028 i 0,3631 +0,0019 ns s 0,0865 + 0,0015 ns 0,1001 +0,0013 ns 0,02688 +0,00092 0,00534 + 0,00080 ns  10,000615 +0,000070 ns
5h 0,1036 +0,0016 ok 0,3616 +0,0061 ns s 0,0834 +0,0017 ns 0,0936 +0,0019 * 0,0265 +0,0011 0,00187 +0,00050 ns s
J-KON nw 0,26293 +0,00038 s nw 0,1814 +0,0072 nw nw 0,442 +0,020
J-1h nw 0,2758 +0,0052 ns 10,00717 +0,00071 nw 0,02741 +0,00045 * 0,0879 +0,0059 nw 0,3875 +0,0021 ns
>
£
;’ J-2h nw 0,2687 +0,0076 ns }0,00717 +0,00071 nw 0,0290 +0,0012 * 0,0733 +0,0037 nw 0,3549 + 0,0094 ns
[0
N
3 J-3h nw 0,2765 +0,0035 ns  10,00617 +0,00071 nw 0,0266 +0,0010 * 0,0772 +£0,0011 nw 0,308 +0,012 *
o
2
J-4h nw 0,2780 +0,0050 ns {0,00537 +0,00099 nw 0,02425 +0,00015 * 0,0810 +0,0024 nw 0,2548 +0,0027 *
J-5h nw 0,2677 +0,0037 ns  }0,00507 +0,00028 nw 0,02583 + 0,00060 * 0,0810 +0,0013 nw 0,2181 +0,0013 *

s, ilosci sladowe; nw, nie wykryto

Nazwy prébek (1h, 2h, 3h, 4h, 5h) odnpsie do czasu ogrzewania probek (odpowiednio od 1 godzin) w temperaturze 100 °C. Przedstawione wysikiredni z 3 rownoleglych oznacae
(X¢. £ SD). Analiz statystycza pomigdzy probkami kontrolnymi oraz prébkami sokéw podgdamogrzewaniu prowadzono za poradestu t-Studenta (oznaczenia poziomu ist@tndg** P <
0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05; ns — statystycznieistotne).

Kolorem czerwonym oznaczono najmsye sizenia badanych substancji w probkach otrzymanyclacow aronii oraz wiciokrzewu sinego.
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Zmianie nie ulegata tezawartd¢ kwasu kawowego, wygbujacego w prébce soku z aronii
tylko w sladowych ilgciach. W przeciwigstwie do pozostatych fitozwzkow, stzenie
kwasu chlorogenowego znacp wzrastato po kKalej godzinie ogrzewania probki tego soku
(w porownaniu do prébki niepoddanej ogrzewaniu). @@cej, w probce poddanegj
ogrzewaniu odnotowano pojawienie¢ skwercetyny, ktora nie byla obecna w probce
oznaczonej jako kontrolna (KON).

W przypadku soku otrzymanego z owocOwW wiciokrzewne@o ogrzewanie przez
czas diaszy niz 3 godziny w temperaturze 100 °C wywotato znagzspadek zawarfoi
cyjanidyno-3-glukozydu. $tenie tego zwizku po 5 godzinnej obrdbce termicznej byto 2-
krotnie mniejsze i w probce niepoddanej temu zabiegowi (probka ozmaajako J-KON
wedtug opisu w tabeli lll 1). Znagezo zmalata rownie ilos¢ rutyny po 1 godzinie
ogrzewania. Naspnie, przez pozostaly czas prowadzenia eksperymerdwartdé tej
substancji w probce soku otrzymanego z owocéw Wizewu Sinego pozostawata na tym
samym poziomie gten. Zawartd¢ kwasu chlorogenowego w badanym soku okazagtagi
podobna zaréwno w prébce oznaczonej jako kontrgdka, probkach poddanych ogrzewaniu
w czasie od 1 do 5 godzin. Obrobka termiczna sdkzymanego z owocOw wiciokrzewu
sinego wywotata pojawienie giw nim niewielkich ilgci kwasu kawowego. W probce
kontrolnej za zwigzek ten wysfpowat jedynie na poziomigadow. Ponadto, podobnie jak w
przypadku soku z owocéw aronii, w ogrzewanych padabksoku otrzymanego z owocow
wiciokrzewu sinego zaobserwowano pojawienie &wercetyny. ZarOwno w probce
kontrolnej (J-KON), jak i tych ogrzewanych, nie wyto cyjanidyno-3-galaktozydu, kwasu
protokatechowego oraz hyperozydu.

Biorgc pod uwag powyzsze wyniki mana stwierdzi, ze ogrzewanie (od 1 do 5
godzin w temperaturze 100 °C) sokow otrzymanyckvacdw jagodowych w odniesieniu do
zawartdci oznaczonych fitozwzkOw maze przyczynia sie do:

— spadku ich szenia, co uwidaczniaghna przyktadzie zwizkOw z grupy antocyjanéw
oraz rutyny;
— wzrostu ich ildci, co wykazano podczas oznaczania¢zestia kwasu
protokatechowego;
— powstania nowych substanciji, czego przyktadenarimnt kwercetyna.
Z drugiej strony, tradycyjny sposob przetwarzania powodowat znacgej degradaciji
substancji takich, jak np. kwas chlorogenowy i hgagd. Niemniej jednak, zmiany skfadu
fitokompleksu zawartego zaréwno w soku otrzymanymwocdw aronii, jak i wiciokrzewu

sinego, wywotywane przez wyspkemperatu, s3 dcs¢ istotne.
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3.2.4. Zawarté¢ bioaktywnych fitozwizkédw w probkach sokow otrzymanych z owocéw
aronii oraz wiciokrzewu sinego poddanych ogrzewaaigpomog urzgdzenia EnbioJet

Jak to poprzednio wykazano, tradycyjna obrébka itmna (w temperaturze 100 °C)
powoduje zmiany zawartoi fitozwigzkow. Czasami obserwujeg¢shiemal catkowid ich
utrake. Zaleznos¢ ta widoczna jest nawet w przypadkuslmo bogatych w polifenole, do
ktorych naleég m.in. owoce jagodowe. W ggu wielu lat powstawaty nowe technologie
przetwarzaniaywnosci, w tym tez owocow, pozwalace np. na otrzymywanie produktow o
przedhizonym okresie przydatdoi do spaycia. Jednym z innowacyjnych rozaen
ostatnich lat w zakresie procesow sterylizacji stpeyzacji jest technologia mikrofalowa
wykorzystywana w urgdzeniuEnbioJet(jego charakterystykprzedstawiono w rozdziale Il
1.4).

W celu sprawdzenia skuteczgo tego sposobu konserwacjywnosci pod lgtem
zachowania substancji bioaktywnych, te same pad@®w (otrzymane z owocow aronii oraz
wiciokrzewu sinego), ktére wykorzystano podczaswdadczeéx symulupcych tradycyjia
obréble termiczry, poddano ogrzewaniu za pomagrzadzeniaEnbioJet Proces obrébki obu
sokow midcit si¢ w zakresie temperatur 90 °C — 135 °C i dodatkoveoteimperatury 80 °C
dla soku z owocow wiciokrzewu sinego. Otrzymane Miyzawartgci poszczegolnych
fitozwigzkbw w badanych probkachzywnosci poddanych ogrzewaniu za pomoc
kompaktowego pasteryzatora przeptywowé&gnbioJetprzedstawiono w tabeli 111 8.

Wyniki uzyskane w trakcie baflgorobek sokéw aronii wskazupa to,ze stzenie
ZwigzkOéw z grupy antocyjanow (cyjanidyno-3-galaktozydwaz cyjanidyno-3-glukozydu)
zmalato nieznacznie podczas ogrzewania w temperaflfy °C oraz 100 °C w porownaniu do
ilosci tych substancji w probce kontrolnej (KON). Podwzenie temperatury procesu nie
wywotywato dalszego spadku zawatdtych zwhazkéw w badanych probkach. Okazate si
réwniez, ze stzenia kwasu chlorogenowego, hyperozydu oraz rutymyymywaty s¢ na
podobnym poziomie w calym zakresie temperatur paslagrzewania soku z owocow aronii
w porownaniu do zawarfoi tych zwpgzkOw w probce niepoddanej temu zabiegowi. W
wyniku eksperymentu prowadzonego za pomaxzadzeniaEnbioJetw pobranych prébkach
sokbw z owocéw aronii zaobserwowano zra§z wzrost zawartki kwasu
protokatechowego w zakresie temperatur od 90 °Cl8@ °C. Natomiast stenie tego
zZwigzku w prébce poddanej ogrzewaniu w najggej temperaturze byto podobne do jego

ilosci w probce kontrolne;j.
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Tabela Ill 8. Zawartg¢ bioaktywnych fitozwazkéw w prébkach sokéw z owocow aronii i wiciokrzewsinego poddanych ogrzewaniu (w zakresie

temperatur 80 °C — 135 °C za pomarzdzeniaEnbioJe} oznaczona przy zastosowaniu techniki HPLC-DAD.

o g STEZENIA ZWIAZKOW [mg/mL]
g S
o o
kwas protokatechowy kwas chlorogenowy kwas kawowy hyperozyd rutyna kwercetyna | cyjanidyno-3-galaktozyd cyjanidyno-3-glukozyd
KON 0,01432 +0,00033 0,449 +0,019 s 0,0896 +0,0065 0,1339 +0,0056 nw 0,616 +0,077 0,0251 +0,0034
90 C 0,01846 + 0,00098 * 0,42725 +0,00087 ns s 0,0818 + 0,0053 ns 0,1248 +0,0017 ns nw 0,385 + 0,030 ns 0,0146 +0,0013 ns
100 T 0,0233 +0,0013 * 0,4385 +0,0093 ns s 0,078 +0,016 ns 0,1288 +0,0028 ns nw 0,309 +£0,016 ns 0,01144 +0,00053 ns
'g 110 0,0210 +0,0013 * 0,42357 +0,00029 ns s 0,076 +0,011 ns 0,1252 +0,0011 ns nw 0,317 £0,017 ns 0,01200 * 0,00079 ns
N 120 C 0,0224 +0,0013 * 0,42377 +0,00058 ns s 0,0787 +0,0089 ns 0,1225 +0,0017 ns nw 0,303 £ 0,022 ns 0,0114 +0,0016 ns
130 C 0,02535 + 0,00033 o 0,4217 +0,0035 ns s 0,0769 +0,0081 ns  10,12246 + 0,00056  ns nw 0,256 + 0,020 ns 0,00939 £ 0,00079 ns
135 C 0,0148 +0,0049 ns 0,41416 +0,00029 ns s 0,0781 + 0,0049 ns 0,1205 +0,0011 ns nw 0,303 £0,017 ns 0,01163 +0,00079 ns
J-KON nw 0,26293 +0,00038 s nw 0,1814 +0,0072 nw nw 0,442 +0,020
J80 T nw 0,29504 + 0,00076 * 0,002967 +0,000079 nw 0,1660 +0,0014 ns nw nw 0,760 +0,033 *
- J90 T nw 0,2948 +0,0011 * 0,00341 +0,00016 nw 0,1609 + 0,0058 ns nw nw 0,935 +0,044 *
z J100 T nw 0,2945 +0,0023 * 0,00277 +0,00012 nw 0,1671 +0,0014 ns nw nw 0,728 £0,035 *
[0
% J110 T nw 0,2961 +0,0023 * 0,00302 + 0,00016 nw 0,1686 +0,0022 ns nw nw 0,809 + 0,040 *
ko)
B J120 T nw 0,2980 +0,0011 * 0,002855 + 0,000080 nw 0,16961 +0,00072  ns nw nw 0,754 0,029 w*
J130 T nw 0,2940 +0,0023 * 0,002883 + 0,000039 nw 0,1660 +0,0014 ns nw nw 0,749 £ 0,030 *
J135 T nw 0,29504 + 0,00076 * 0,002855 + 0,000079 nw 0,1671 +0,0029 ns nw nw 0,739 0,026 o

s, ilosci sladowe; nw, nie wykryto

Przedstawione wynikigssredng z 3 rdwnolegtych oznacagx,,. + SD). Analiz statystycza pomiedzy prébkami kontrolnymi oraz prébkami sokéw podgamogrzewaniu prowadzono za

pomog testu t-Studenta (oznaczenia poziomu ist@tnd** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05; ns —adystycznie nieistotne).

Kolorem czerwonym oznaczono najigge stzenia badanych substancji w prébkach otrzymanyclvacéw aronii oraz wiciokrzewu sinego.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw dla soku z aramierdzono,ze trwapcy zaledwie kilka
sekund proces obrébki z wykorzystaniem energii ofddowej nie wywotywal zmian w
poziomie stzenia kwasu kawowego. We wszystkich probkach bowiewigzek ten
wystepowat w ilasciachsladowych. Ponadto wadnej z nich nie wykryto kwercetyny.

W przypadku soku otrzymanego z owocOw wiciokrzevwwniego proces obrébki
termicznej w catym zakresie temperatur (od 80 °&zdk35 °C) powodowat wzrostegenia
cyjanidyno-3-glukozydu, kwasu chlorogenowego oraawéwego w poréwnaniu do
zawartdci tych zwigzkéw w probce niepoddanej obrébce w takich waruhk@znaczonej
jako J-KON). Proces obrobki z wykorzystaniem enargkrofalowej przyczynit sj tylko do
nieznacznego spadku zawddiorutyny w probce soku otrzymanego z owocow wickekvu.
Pozostaltych oznaczanych polifenoli, a mianowicigjamidyno-3-galaktozydu, kwasu
protokatechowego, hyperozydu oraz kwercetyny nikryip w zadnej z analizowanych
prébek tego soku.

Otrzymane wyniki pokazatyze ogrzewanie sokéw z owocéw aronii i wiciokrzewu
sinego za pomac urzagdzenia EnbioJet nie przyczynia si do tak znacznego spadku
zawartdci fitozwigzkow (obecnych tych prébkach), jaki zaobserwowarla dokow
poddanych tradycyjnej obrébce termicznej. Ponadilezy podkréli¢, ze ta innowacyjna
metoda konserwacji, w przecivigtwie do tradycyjnej metody ogrzewania badanychgkd
w temperaturze 100 °C, nie powoduje powstawaniaysbwzwizkow (takich, ktére nie

wystepowaty w probkach niepoddanych przetwarzaniu).

3.3. Porownanie catkowitej aktywroi przeciwutleniagcej produktow Zywnasciowych

otrzymanych z owocow aronii oraz wiciokrzewu sinego

Jw w XIX wieku niektorzy badacze wskazywali na zmek diety z ryzykiem
wystepowania wielu niekorzystnych doleglid@ zdrowotnych. Jednak dopiero w XX wieku
zaczto prowadzt bardziej systematyczne badania nad wplyweryweenia na organizm
cztowieka. Wang pozycg w tym zakresie obecnie zajmuje wiedza dodgez sposobow
zapobiegania czy zetagodzenia skutkéw ubocznychznych chordb, zwlaszcza tych o
etiologii wolnorodnikowej. Wiadomo jy ze naturalne przeciwutleniacze zawarte w owocach,
warzywach czy ziotach odgrywajstotry role w ich profilaktyce oraz leczeniu. Dotyczy to
gtéwnie tzw. choréb cywilizacyjnych [133]. Jakzjwspomniano, bogatymrodiem tych
zwigzkow g owoce jagodowe, do ktérych nadem.in. aronia oraz wiciokrzew siny, dlatego
tez te dwa stosunkowo nowe w przypadku Polski sktadiigty, a ponadto produkty z nich
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otrzymane, zostaty poddane badaniom w celu oznsczeasciwosci przeciwutleniggcych.
Podczas oznacagostwono se testami ABTS, DPPH oraz testem opartym na wykdezys

odczynnikaFolina-Ciocalteu’a

3.3.1. Poréwnanie wigiwasci przeciwutleniagcych prébekswiezych owocdéw aronii i

wiciokrzewu sinego

Owoce aronii i wiciokrzewu sinega spaywane w postaci surowepllz tez czgsciej
— w formie przetworzonej. Niemniej jednak, ¥wietle wynikbw wskazujcych na
niekorzystny wptyw obrobki termicznej na zawattdioaktywnych fitozwazkow, mana
oczekiwa, ze swieze owoce, jako skiadniki diety, ktorych nie poddariwobce kulinarnej,
beda nalezaty do produktowzywnaosciowych o wy:szym potencijale przeciwutlenagym niz
wyroby z nich otrzymane. Wiadomozteze r&ne proporcje zvwazkdéw polifenolowych
wystepujace w owocach tego samego gatunku, gbgc przyczyrm réznic w catkowitej
aktywnaici przeciwutleniajce;.

W ramach rozprawy doktorskiej poréwnananmé prébkiswiezych owocéw aronii
oraz owocOw régnych odmian wiciokrzewu sinego pod atém  potencjatu
przeciwutleniagcego. Uzyskane rezultaty dla badanych prébek owoadbvu ralin

przedstawiono odpowiednio na rysunku Il 14 (dl@ra) oraz 1l 15 (dla wiciokrzewu

sinego).
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Rysunek 11l 14. Wiasciwosci przeciwutleniggce probekswiezych owocow aronii okrdone za
pomog testéw ABTS, DPPH oraz testu, w ktdrym wykorzystsig odczynnik F-C (w przeliczeniu na
stezenie rownowanikéw Troloxu umol/g s.m.]).

Przedstawione wyniki stanogwiredni z 3 niezalenych oznacaze (xi. + SD).
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W wyniku przeprowadzonych oznaézetasciwosci przeciwutleniajcych zauwaono
wickszg czulas¢ testu ABTS w stosunku do zywkow obecnych w badanych prébkach
owocow dwoch rélin w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w trakciezpprowadzenia
pozostatych testow. Natomiast potencjat przecivwigigcy w przypadku zastosowania
testobw spektrofotometrycznych, w ktoérych stosuje rsidnik DPPH oraz odczynnik F-C
(Folina-Ciocalteu’g oznaczony byt na tym samym poziomie.

Sparod wszystkich zgromadzonych prébéwiezych owocow aronii najweksz
catkowity aktywndcig przeciwutleniajca charakteryzowata siprobka oznaczona jako 8S
(wedtug opisu w tabeli Il 1), Zanajnizszg — prébka 1S. Prawidtowé te wykazano we
wszystkich trzech wykonanych testach (wykorzygtygh odczynniki ABTS, DPPH, F-C).
Dos¢ duzy okazat sp rowniez potencjat przeciwutlenigfy probki 6S w poréwnaniu do
innych probekswiezych owocow aronii.

Poroéwnujc probki swiezych owocow pochodych z tej samej lokalizacji, ale ze
zbioréw z rénych lat (probk 1S z 2006 roku oraz prodkK2S z 2007 roku) podakem
wiasciwosci przeciwutleniajcych, zaobserwowano gkiszy aktywna¢é w probce zebranej w
2007 roku (2S). Ponadto, dla prébek owocow aroSiioraz 8S pochodeych z tej samej
plantacji, ale zebranych wadym czasie w tym samym sezonie (ha ptiaz wrzenia oraz
pod koniec tego miegta w 2008 roku) mma zauwayc¢, ze aktywnad¢ przeciwutleniggca
dla owocdéw zebranych wcade) (probka 7S) byta mniejszazndla owocéw zebranych w
pd&zniejszym okresie (probka 8S). Zaobserwowaneznakei wynikajg z raznic w zawarteci
zwigzkéw polifenolowych o charakterze przeciwutleniacay badanych probkach,
omowionych w poprzednim rozdziale.

Przeprowadzone badania pokazuge owoce wiciokrzewu sinego wykazywaty
mniejsz aktywna¢ przeciwutleniggca niz owoce aronii (rysunek Il 15). Wod wszystkich
odmian  wiciokrzewu  sinego  najgkszym  potencjalem  przeciwutleniaym
charakteryzowaly si owoce odmiany ,Jolanta” (oznaczone jako ,J” zgedmi opisem w
tabeli Il 1), co wykazano we wszystkich przeprogaych testach (wykorzystgych
odczynniki ABTS, DPPH oraz F-C). Najmniejszy pot@h@rzeciwutleniagcy wykazywaty
owoce odmiany ,Bszowa” (BR) oraz ,Wojtek” (WK) pochodgce z uprawy w Osielsku. Co
ciekawe, w kadym z zastosowanych testéw catkowita aktygénprzeciwutleniajca prébek
owocow odmiany ,Wojtek” (W), ,Bizowa” (B) i ,Zielona” (Z) pochodgcych z uprawy w
L¢borku okazata si by¢ wigcksza nk potencjat przeciwutlenigfy odpowiadajcych im

owocow odmiany ,Wojtek” (WK), ,Bagzowa” (BR), ,Zielona” (ZL) zebranych na plantacji w
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Osielsku. Wyniki te byty spojne z zawadtiy oznaczonych fitozwzkéw w analizowanych

probkach owocow wiciokrzewu sinego.
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Rysunek 11l 15. Whasciwosci przeciwutleniajce prébekswiezych owocow wiciokrzewu sinego
okreslone za pomagtestow ABTS, DPPH oraz testu, w ktérym wykorzystag odczynnik F-C (w
przeliczeniu na gkenie rownowanikdw Troloxu umol/g s.m.]).

Przedstawione wyniki stanogwiredni z 3 niezalenych oznacae (xi. + SD).

3.3.2. Zmiany catkowitej aktywsm przeciwutleniagcej owocdw aronii podczas ich

przetwarzania w celu otrzymaniaeitnow

Podczas obrébki technologicznej owoce mtrigcic cenne zwjzki odpowiedzialne za
ich wiasciwosci przeciwutleniajce. Dlatego postanowiono rownieoznaczy catkowity
aktywna¢ przeciwutleniajca probek pobranych na kolejnych etapach produkegntbw
(oznaczonych jako 1D oraz 4DM) otrzymanych na bami@céw aronii (odpowiednio 7S
oraz 8S). Uzyskane wyniki przedstawiono na rysuikie.

Otrzymane wyniki wskazgjna to,ze wiaciwosci przeciwutleniajce probki ademu,
okreslanej jako 1D, znacgo r&nity si¢ (statystycznie istotnie) od potencjatu
przeciwutleniagcego surowca (owocow aronii 7S). Probka 1D chargktevata st bowiem
ponad 4-krotnie mniejgz catkowity aktywndcig przeciwutleniggca w porownaniu do
swiezych owocow (7S), z ktérych otrzymanaesn.

W przypadku produkcji Zemu, oznaczonego jako 4DM, stwierdzor® mycie
surowca przeznaczonego do jego produkcji (owocaiiaB5) nie powodowato istotnych
zmian widciwosci przeciwutleniajcych. W przypadku stosowania testow DPPH i testu, w
ktorym wykorzystuje si odczynnik F-C, okazalo gize potencjat przeciwutleniggy zmalat
znacaco (w porownaniu déwiezych owocow — prébki 8S) po etapie rozdrabnianiasca
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(prébka 2DM) oraz po etapie gotowania z cukrem lfpad 3DM). Nasfpnie, podczas
kolejnych etapéw produkcijiz@mu utrzymywat si na statym poziomie. W przypadku béada
z wykorzystaniem testu ABTS statystycznie istotinice pomedzy catkowity aktywnacia
przeciwutleniajca surowca (probki 8S) a probkami poddanymi obrébtBM — 4DM)
ujawniap sie dopiero po obrobce termicznej (w przypadku préBRM). Wyrdob kaicowy
(oznaczony jako 4DM), podobnie jak w przypadku pidd 1D, charakteryzowat¢siokoto
4-krotnie mniejszym potencjatem przeciwutleadm w poréwnaniu dédwiezych owocow
(8S).
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g 3001 300 4 . O rc
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0 ] ]
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Rysunek Il 16. Wiasciwosci przeciwutleniaice produktow otrzymanych z owocow aronii ckoae

za pomog testow ABTS, DPPH oraz testu, w ktorym wykorzystsig odczynnik F-C (w przeliczeniu
na stzenie rownowanikdéw Troloxu umol/g s.m.]).

Przedstawione wyniki stanogvéredng z 3 niezalenych oznacze (x,. + SD). Analiz statystycza
pomiedzy prébkamigwiezych owocow (7S lub 8S) oraz probkami owocow poddanyrzetwarzaniu
(odpowiednio: 1D lub 1DM — 4DM) prowadzono za pomaeestu t-Studenta (oznaczenia poziomu
istotnagici: *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05).

Otrzymane wyniki potwierdzajuprzednio opisanobserwagj (rozdziat 11l 3.2),ze
proces obrobki odgrywa Kkluczaw role dla przemian zwizkébw o charakterze
przeciwutleniaczy wyspujacych w surowcach obilych dagwiadczeniami. Zatem oczywist
przyczyry niskiej aktywndci przeciwutleniajcej produktéw finalnych w poréwnaniu z
surowcem wyjciowym byly duwe straty tych substancji w trakcie poszczegoéinypa@av

produkciji.
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3.3.3. WHdciwasci przeciwutleniagce sokow otrzymanych z owocéw aronii oraz wicioktze
sinego poddanych tradycyjnej obrébce termicznej

Duzg grupe produktow spgywczych otrzymywanych z owocow stangwsoki oraz
napoje, w tym roéwnie soki z owocéw jagodowych. Te ostatnieveyrobami o tyle wanymi,
ze pozyskiwane surowce do ich produkcji w naszym klimacie artykutem spgvczym
wystepujacym sezonowo. Zatem znaczna&zowocOw jagodowych jest konsumowana w
postaci przetworzonej. Ze zdrowotnego punktu widzdstotry kwesty podczas obrébki
technologicznej jest uzyskanie takiego soku, k&mpimi wiasciwosciami prozdrowotnymi
(w tym przeciwutlenigicymi) najbardziej przypominatbywiezy produkt. Jak wiadomo,
tradycyjrg metod, przedhizania trwat@ci mikrobiologicznej ranych wyrobdw spaywczych
jest poddanie ich dziataniu wysokiej temperatury.

W celu sprawdzenia wptywu obrébki termicznej na seiaosci prozdrowotne
owocoOw jagodowych porownarkwieze soki otrzymane z owocOw aronii (oznaczone jako
KON wedtug opisu w tabeli Il 1) oraz wiciokrzewinsgo (J-KON) z probkami tych samych
partii sokéw ogrzewanych w temperaturze 100 °C pidaes od 1 do 5 godzin podtém
wiasciwosci  przeciwutleniajcych. Tak dlugi czas ogrzewania miat symuléwatap
sterylizacji termicznej (1 godzina) oraz dalszeyppieszone przemiany zachade w trakcie
przechowywania. Otrzymane wyniki przedstawionoysanku 111 17.

W wyniku przeprowadzonych oznadzekazato sj, ze potencjat przeciwutleniggy
probek sokéw otrzymanych z owocow aronii zr@ozzmalat po 1 godzinie ogrzewania w
poréwnaniu do probki niepoddanej temu zabiegowi KKOco wykazano stosag test
spektrofotometryczny z odczynnikiem F-C. Przedhie czasu ogrzewania nie powodowato
juz tak duzego spadku catkowite] aktywdo przeciwutleniggcej. Niemniej jednak po 5
godzinach obrobki termicznej wigiwosci przeciwutleniajce okrélone z wykorzystaniem
reagenta F-C byly okolo 2-krotnie mniejsze w porénin z potencjatlem
przeciwutleniagcym préobki kontrolnej (KON). W przypadku stosowaniastu DPPH
statystycznie istotn réznicg pomidzy catkowity aktywnacia przeciwutleniajca probek
poddanych ogrzewaniu a prépkontrolmp (KON) zauwaono po 2 godzinach obrébki
termicznej. Wyniki uzyskane za pompotego testu wskazywatye dalsze wydizenie czasu
ogrzewania powodowato jutylko niewielki spadek potencjatu przeciwutlen@ggo. W
tescie ABTS rownie widoczne bylo obrianie catkowitej aktywn&ei przeciwutlenigjcej

wraz z wydtikaniem okresu ogrzewania soku, lecz otrzymansicé jeli chodzi o poziom
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potencjatu przeciwutlenigego pomgdzy probk KON oraz poszczegoOlnymi probkami

poddanymi obrébce termicznej nie byly statystycisiietne.
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Rysunek Il 17. Wasciwosci przeciwutleniajce sokow otrzymanych z (A) — owocéw aronii i (B) —
wiciokrzewu sinego poddanych obrébce termicznepmgeraturze 100 °C przez czas 1 — 5 godzin
okreslone za pomagtestow ABTS, DPPH oraz testu, w ktérym wykorzystag odczynnik F-C (w
przeliczeniu na gkenie rownowanikdw Troloxu umol/mL]).

Przedstawione wyniki stanogvirednig z 3 niezalenych oznacze (x,. £ SD). Analiz statystyczp
pomiedzy probkami kontrolnymi oraz prébkami sokéw podgtdm ogrzewaniu prowadzono za
pomog testu t-Studenta (oznaczenia poziomu ist@ind** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05).

Podobnie, w przypadku stosowania testu wykorzysago odczynnik F-C catkowita
aktywnas¢ przeciwutleniajca sokdw otrzymanych z owocow wiciokrzewu sinegaczco
zmalata po 1 godzinie ogrzewania, natomiast w padip stosowania testu ABTS — po 2
godzinach obrébki termicznej. Po kolejnych okresagtzewania aktywrig ta utrzymywata
si¢ na podobnym poziomie, co wykazano zaréwno w pradigpatosowania pierwszego, jak i
drugiego testu (z wykorzystaniem odczynnika F-Czokationorodnika ABTSY. Wartai¢
potencjatu przeciwutlenigtego oznaczona za pomodestu DPPH, nie zmieniala ¢si
znacaco w trakcie ogrzewania w porownaniu z prgloznaczon jako kontrolna (J-KON) —
niepoddan dziataniu temperatury 100 °C.

Podsumowujc, statystycznie istotne aice pom¢dzy oznaczanymi aktywsoiami
przeciwutleniagcymi soku z owocow aronii poddanego obrobce termdgzi soku
oznaczonego jako kontrolny (KON) wykazane w trakdiada z wykorzystaniem
przynajmniej dwoch spgodd stosowanych testéw zause:mo po 2 godzinach obrébki
termicznej. W przypadku soku otrzymanego z owocdwiokrzewu sinego prawidiowo te

odnotowano po 3 godzinach ogrzewania. A zatem cmpgewania nieprzekracaay 1
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godziny mae by uznany za okres niepowoday znaczcej degradacji zwgzkow
charakterze przeciwutleniaczy w probkach owocovogagvych. Otrzymane wynikigsdos¢

spojne z wynikami oznaczeawartdci bioaktywnych fitozwagzkow.

3.3.4. Catkowita aktywré przeciwutleniagca sokow otrzymanych z owocéw aronii oraz
wiciokrzewu sinego poddanych obrébce termiczngjaraog urzgdzenia EnbioJet

Jak wykazano (w rozdziale 11l 3.3.3) potencjat mimaitleniapcy sokéw otrzymanych
z owocOw jagodowych poddanych tradycyjnej obrolmenicznej (w temperaturze 100 °C)
Zmienia s¢ znacaco w czasie. Sugerujeesizatem,ze skrécenie okresu trwania procesu
ogrzewania mie przyczyné sic do zmniejszenia strat bioaktywnych fitozgkow, w tym
tych kedacych przeciwutleniaczami, a w konsekwencji do regiukbnizenia catkowitej
aktywnaci przeciwutleniajce;.

W ramach rozprawy doktorskiej postanowiono zatermaozy wiasciwosci
przeciwutleniagce sokdéw otrzymanych z owocow aronii oraz wiciokraesinego poddanych
procesowi obrébki termicznej przez zaledwie kilklind w zakresie temperatur od 90 °C do
135 °C i dodatkowo w 80 °C dla sokéw z owocéw wkeiaewu sinego. W tym celu
wykorzystano urgdzenieEnbioJet ktérego charakterystgkoraz zasagdziatania podano w
rozdziale Il 1.4. Uzyskane wyniki catkowitej aktyeéci przeciwutleniajicej dla
opisywanych dwoéch rodzajow sok&wiezych oraz po obrdbce technologicznej za poamoc
wspomnianego ugzlzenia przedstawiono na rysunku 111 18.

Wyniki otrzymane w trakcie badasoku z owocow aronii wskaziljze w przypadku
testow wykorzystujcych odczynniki DPPH oraz F-C znacy spadek wisciwosci
przeciwutleniaggcych nasgpowat w trakcie ogrzewania w zakresie temperatuddd °C do
135 °C. Podobna sytuacja miata miejsce w przypatksowania tego ostatniego testu do
bada probek poddanych procesowi obrébki w 90 °C. Nasmhiw przypadku stosowania
testu ABTS wykazanoze r&nice potencjatu przeciwutleniggego pomgdzy préblkk KON
oraz poszczegollnymi prébkami poddanymi ogrzewarglbgty statystycznie istotne.

Wiasciwosci przeciwutleniggce ogrzewanych probek sokoéw otrzymanych z owocow
wiciokrzewu sinego okazaly esiby¢ nieznacznie mniejsze w poréwnaniu do potencjatu
przeciwutleniagcego prébki niepoddanej temu zabiegowi. YWk w tym zakresie stanowita
obrébka w temperaturach: 110 °C i 120 °C, co wykazstosujc test ABTS oraz 100 °C,
110 °C i 130 °C w wyniku stosowania testu wykoraygtego odczynnik F-C. Raice
pomidzy potencjalem  przeciwutlenggym tych  probek a  wkaiwosciami
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przeciwutleniaggcymi probki oznaczonej jako kontrolna byly bowietatgstycznie istotne.
Ponadto, stosgf test z wykorzystaniem rodnika DPPH wykazawe, r&znice pomedzy
catkowity  aktywndciag  przeciwutleniajca  probki KON oraz  potencjatem
przeciwutleniagcym poszczegolnych prébek poddanych obrobce termajdayty niewielkie

(statystycznie nieistotne).

45 45
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KON  90°C 100°C 110°C 120°C 130°C 135°C J-KON J80°C J90°C J100°C J110°C J120°C J130°C J135°C

probka prébka

Rysunek Il 18. Wiasciwosci przeciwutleniajce sokow otrzymanych z (A) — owocow aronii i (B) —
wiciokrzewu sinego (poddanych ogrzewaniu za pagmazadzeniaEnbioJetw zakresie temperatur
80 °C - 135 °C) ok&tone za pomag testow ABTS, DPPH oraz testu, w ktérym wykorzystag
odczynnik F-C (w przeliczeniu naggénie rownowanikdéw Troloxu umol/mL]).

Przedstawione wyniki stanogvirednia z 3 niezalenych oznacze (X, + SD). Porownanie porilzy
probkami kontrolnymi oraz probkami sokéw poddangtérylizacji prowadzono za pomptestu t-
Studenta (oznaczenia poziomu istégio*** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05).

Biorgc pod uwag otrzymane wyniki, mazna stwierdzi, ze zakresy temperatur
obrébki termicznej: od 90 °C dla soku otrzymanegonocdw aronii oraz od 80 °C dla soku
uzyskanego z owocow wiciokrzewu sinego do 100 °@raypadku obu produktéw okazaty
sie by¢ warunkami przetwarzania, ktore nie powodowaly znee utraty wiaciwosci
przeciwutleniagcych, a tym samym walorow prozdrowotnych sokéw ytranych z tych
owocow. Prawidtowéci te wykazano dla dwoch sgdd wszystkich wykonanych testow,
ktore postayty do oceny potencjatu przeciwutlerjaggo w tym déwiadczeniu.

Przedstawione dane wskazywatg, innowacyjny sposob przetwarzania surowca (za
pomog urzagdzeniaEnbioJej nie wywotywat niekorzystnych zmian w skladzie zakéw
odpowiedzialnych za wiaiwosci przeciwutleniajce sokow otrzymanych z owocow

jagodowych nawet podczas prowadzenia procesu obwdtdmperaturze 100 °C.
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3.4. Porownanie profili bioaktywnych fitozwkkdw w produktach Zywnasciowych

otrzymanych z owocoOw aronii oraz wiciokrzewu sinego

Przegledzenie profili polifenoli meliwe jest dzeki zastosowaniu chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Jest to technika rozdzigahktora jest bardzo rozpowszechniona
w praktyce analitycznej. Zapewnia #tigvos¢ wizualnego monitoringu skfadu zyzkow
wystepujacych w badanych probkach [134, 135].

Ta technika analityczna zostata wykorzystana w wdmmprogramu badawczego
rozprawy doktorskiej w celu poréwnania sktadu agjaeow w swiezych owocach aronii i
wiciokrzewu sinego oragledzenia zmian profili substancji o charakterzeepiwutleniaczy
wskutek przetwarzania tych owocow. Takie pédej zostalo z sukcesem wykorzystane
wczesniej w badaniach nad wptywem obrébki kulinarnej sidad fitokompleksu kapusty
biatej [105].

3.4.1. Porownanie profili antocyjanéw w prébkadhiezych owocow aronii i wiciokrzewu

sinego

Swieze owoce aronii oraz wiciokrzewu sinego charakteeyzsic bardzo diaymi
zawartgdciami substancji barwnych z grupy antocyjanéw. Zpeeyczyny, wykorzystujc
technile TLC, bardzo tatwo mimna uzyské profil tych zwiagzkdw, ktdére uwidaczniajsic w
postaci pgzkdéw na otrzymanych chromatogramach. Technika tavptazna wskazanie zqic
pomidzy gatunkami oraz odmianami owocow, jak rowviniea przéledzenie wpltywu
warunkow uprawy na zawa#bfitozwigzkdw w analizowanym materialestmnym.

Analizie za pomog techniki chromatografii cienkowarstwowej poddanodhki
ekstraktow metanolowych otrzymanych z liofilizatéagromadzonych prébekwiezych
owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinego. Otrzymanegoomatogramy przedstawiono na
rysunku 111 19.

Otrzymane wyniki wskazsgjna jak@ciowe i ilosciowe r&nice w skfadzie zvazkdéw z
grupy antocyjanow poreilzy probkami aronii oraz wiciokrzewu sinego.A8uozbignaosci w
zawartdci tych zwpzkow byty widoczne roéwnie pomiedzy probkami owocOw natgcych
do r&nych odmian wiciokrzewu sinego. Zauweamo bowiem znaczne zpice pomé¢dzy
profilami chromatograficznymi uzyskanymi dla owoc@dmiany wiciokrzewu sinego o
nazwie ,Wojtek” (oznaczonych jako W i WK wedtug epi w tabeli Ill 1) oraz odmian
.Brazowa” (B oraz BR) i ,Zielona” (Z i ZL). Odmienne akaty s¢ rowniez wyniki uzyskane

dla probek owocéw odmiany o numerze 44, jak réwnika probek owocow odmiany
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,Jolanta”. Natomiast, jak natato oczekiwd, uzyskane chromatogramy pokazaly wwyra
podobidgstwo profilu antocyjanéw w owocach wiciokrzewu ginenaléacych do tej samej
odmiany, lecz pochodeych z innych plantacji. Przyktadowo, owoce odmigwiojtek” (W)
pochodace z Leborka byty odpowiednikiem owocow odmiany ,WojteRNVK) zebranych z
uprawy w Osielsku. Analizg¢ z& chromatogramy uzyskane dlaznych prébekswiezych
owocOw aronii, stwierdzono,ze podobne profile chromatograficzne pod wdgim
jakosciowym $wiadcz o tym, ze zgromadzone materiatystmne (probki 1S — 8S) nataty

do owocdéw tej samej odmiany.

1110111 IAAAAA AL

1< 2S 3S 4S8 5S 6S 7S w WK B BR z J 44 Zl

Rysunek 11l 19. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy metanoldwgkstraktow otrzymanych
ze zliofilizowanych probekwiezych owocéw aronii (A) oraz owocow xdych odmian wiciokrzewu
sinego (B) z wykorzystaniem techniki TLC.

3.4.2. Zmiany profili fitozwizkbw o charakterze przeciwutleniaczy w probkach cowo

aronii w trakcie procesu produkcjedmow

Technika chromatografii cienkowarstwowej uitiwia nie tylko uzyskanie profili
barwnych fitozwizkdw wystpujacych w danej rélinie, ale rownie, wykorzystujc
dodatkowo odpowiednie odczynniki, stwarza rownieczliwosé identyfikacji substancji o
charakterze przeciwutleniaczy. Jednym z powszechtusowanych reagentow do detekciji
zZwigzkow bedacych przeciwutleniaczami jest kationorodnik ABTSeFechnik TLC z
wizualizach za pomog reagenta ABTS wykorzystano ddledzenia przemian
przeciwutleniaczy w probkach pobranych podczas jikgbl etapéw produkcji ademdow
(oznaczonych jako 1D oraz 4DM wedtug opisu zawartegtabeli 11l 1) otrzymanych na
bazie owocow aronii (odpowiednio 7S oraz 8S). Uayskwyniki przedstawiono na rysunku
[ 20.
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Profile chromatograficzne spadzane dla kolejnych etapow produkcjizetnu
oznaczonego jako 1D wskazuja to,ze zawarté¢ polifenoli o charakterze przeciwutleniaczy
ulegta znacznym przemianom. Porowgwujrezultaty otrzymane dla tej partizemu z
profilem chromatograficznym probki owocow aroniiS(7 z ktérych go wyprodukowano,
stwierdzono,ze zawarté¢ substancji barwnych — antocyjanéw — drastycznialala po

obrébce.

A B

RRR:

REE-

LR

. i f f-w; — . B | ¥
A 2¢ %ﬁaﬁ 2wy o Zuy - 4y swe
7S 1l €& 1DM 2DM 3DM 4DM

Rysunek Il 20. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy metanoldwgkstraktow uzyskanych
ze zliofilizowanych prébek dwoch partizemow ([A] — 1D oraz [B] — 4DM) otrzymanych z owocow
aronii (odpowiednio 7S oraz 8S) z wykorzystaniemhteki TLC (przed wizualizagj [l] i po

wizualizacji [I]] za pomog roztworu kationorodnika ABTSe+).

Chromatogramy otrzymane w trakcie analizy prébekraoych podczas kolejnych
etapow przetwarzania owocOw oznaczonych jako 8S el otrzymania Zemu 4DM
swiadczyly o tym,ze najbardziej gwaltowny spadek zawacdigrzeciwutleniaczy nagpit w
trakcie gotowania owocow. Efekt ten na uzyskanywfifjpor chromatograficznym objawit si
zmniejszeniem intensywla barwy pgzkoéw charakterystycznych dla antocyjanow.

Obserwowane rezultaty tego &vadczenia § spojne z opisanymi wcgeiej
wynikami oznacze zawartgci bioaktywnych fitozwgzkow (rozdziat 1l 3.2.2) oraz

wynikami pomiarow catkowitej aktywrigi przeciwutlenigjcej w trakcie badatych probek
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za pomog testow wykorzystujcych kationorodnik ABTSe+, rodnik DPPH oraz testu
wykorzystupcego odczynnik F-C (rozdziat 11l 3.3.2) .

3.4.3. Zmiany profili polifenoli o wkaiwasciach przeciwutleniajcych w sokach otrzymanych

z owocow aronii oraz wiciokrzewu sinego poddanyatiyicyjnej obrébce termicznej

Dieta bogata w polifenole o charakterze przeciwudlezy uwaana jest za czynnik
istotny dla zdrowotnéi. Tradycyjna obrobka termiczna teo jednak przyczyntasic do
obnizenia poziomu tych korzystnych dla ludzkiego orgemiz zwkzkéw. Do takich
wnioskéw réwnie maozna byto doj¢ sledzc zmiany zawarti wybranych polifenoli za
pomog techniki HPLC-DAD (rozdziat 1l 3.2.3). W ramachrgzy doktorskiej dla tych
samych probek sokOw z aronii oraz wiciokrzewu sin@gstanowiono ponadto sprawgzi
wplyw ogrzewania w temperaturze 100 °C przez okzsu od 1 do 5 godzin na profile
przeciwutleniaczy. W tym celu posgiono s¢ technily TLC, z& otrzymane chromatogramy
poddano wizualizacji za pomgpodczynnika ABTS w celu identyfikacji substancjiohalych

do neutralizacji wolnych rodnikow. Otrzymane wynjkzedstawiono na rysunku Il 21.
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Rysunek 11l 21. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek sokéowocow aronii (A) i
wiciokrzewu sinego (B) ogrzewanych (w temperatutfi® °C) z wykorzystaniem techniki TLC
(przed wizualizag [I] i po wizualizaciji [I]] za pomog roztworu kationorodnika ABTSe+).
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Wyniki przeprowadzonych baflawskazuj na to, ze wraz ze wzrostem czasu
ogrzewania zmniejszatagsintensywneé¢ prazkdw (zwhaszcza tych charakterystycznych dla
ZwigzkOw z grupy antocyjandéw) w otrzymanych profilachramatograficznych dla obu
sokow otrzymanych z owocéwdln jagodowych. Prawidlows t¢ zaobserwowano zarowno
przed, jak i po wizualizacji z wykorzystaniem katiwodnika ABTSe+Swiadczy to o tymze
wzrost czasu obrobki termicznej spowodowat spadekartaci fitozwigzkow o charakterze
przeciwutleniaczy. Wyniki te pokrywaly ¢siz rezultatami otrzymanymi w trakcie pomiaru
wiasciwosci przeciwutleniggcych, gdzie wraz ze zekszeniem czasu obrobki widoczne byto
zmniejszenie wartei liczbowej TEAC. Zauw2zono réwnig spojna¢ otrzymanych wynikéw
z rezultatami oznachezawartdci bioaktywnych fitozwazkoéw (za pomog techniki HPLC-
DAD), gdzie przedtazanie czasu ogrzewania w temperaturze 100 °C powaldospadek
ilosci antocyjandéw w badanych probkach sokéw, natonstsunkowo stata okazata &y¢

zawart@¢ pozostatych oznaczonych polifenoli (rozdziat 112.3).

3.4.4. Poréwnanie profili polifenoli o wdaiwasciach  przeciwutleniaicych w sokach
otrzymanych z owocow aronii oraz wiciokrzewu sinpgddanych ogrzewaniu za pomoc

urzgdzenia EnbioJet

Procesy oksydacyjne zachade podczas obrobki termicznej produktowspeczych
powodup obnizenie zawartéci fitozwigzkOw o charakterze przeciwutleniaczy, a tym samym
spadek jakéci zywnosci. Jak ju to uprzednio sugerowano, \§tawie zaprojektowany proces
przetwarzania mogtby przyczynisic do zmniejszenia strat tych substancji w produktach
spazywczych. Rozwizaniem technologicznym, ktére postanowiono spraévdai tym
zakresie, byta obrobka, wykorzysiaa energi mikrofalows, przeprowadzona za pompc
urzadzenia EnbioJet Proces ten prowadzono w warunkach, jakichzmaooczekiwa w
zaktadzie przetworstwaywnosci. W dawiadczeniu tym soki otrzymane z owocOw aronii
oraz wiciokrzewu sinego poddano ogrzewaniu w zagresmperatur od 90 °C do 135 °C w
przypadku soku z aronii oraz od 80 °C do 135 °Csdku z owocOw wiciokrzewu sinego z
wykorzystaniem wspomnianego #dzenia. Soki pochodzity z tej samej zarco te
poddane wczmiej opisanym badaniom. Probki sokéw ogrzewane aanqm urzadzenia
EnbioJetpoddano analizom w celu p&tedzenia przemian profili fitozwkkow o charakterze
przeciwutleniaczy za pomectechniki TLC. Otrzymane chromatogramy przed i po

wizualizacji za pomagodczynnika ABTS przedstawiono na rysunku Ill 22.
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Rysunek 1ll 22. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek sokéowocdw aronii (A) i
wiciokrzewu sinego (B) ogrzewanych za pomagzydzenia EnbioJetz wykorzystaniem techniki

TLC (przed wizualizagj[l] i po wizualizacji [Il] za pomog roztworu kationorodnika ABTSe+).

Uzyskane wyniki pokazaly,ze zawarté¢ antocyjanébw w przypadku obu
przetwarzanych sok6w nie ulegata zaualaym zmianom wraz ze wzrostem temperatury
ogrzewania. Poziom tych zyakow w przypadku soku z aronii bytasizy dopiero po procesie
obrébki w temperaturze 135 °C (rysunek Il 22A-[IDla prébki soku oznaczonego jako J-
KON (wedtug oznaczenia w tabeli 1ll 1) otrzymanegoowocOw wiciokrzewu sinego
uzyskane pizki profilu chromatograficznego charakteryzowatye snieco mniejsz
intensywndciag barwy w poréwnaniu do ptkow odpowiadajcych prébkom poddanym
sterylizacji (rysunek Il 22B-[l]). Sugeruje to meacznie miszy zawarté¢ antocyjanéw w
prébce kontrolnej tego sokueTez potwierdzag wyniki oznaczé zawartdci bioaktywnych
fitozwiagzkdw omowione w rozdziale Il 3.2.4. Taki rezultabze by wynikiem przemian
inicjowanych przez drobnoustroje obecne w niestgiyl soku (J-KON).

Wizualizacja za pomacodczynnika ABTS ujawnita dodatkawobok fitozwizkow z
grupy antocyjanéw, substanop aktywndci przeciwutlenigjcej dla prébki soku z owocow
aronii okrglanej jako kontrolna (KON). B#zek obrazujcy obecnéc tego zwazku w profilu
chromatograficznym zanikat w prébkach poddanychryBgacji (rysunek Il 22A-[11]).
Poréwnujc profil przeciwutleniaczy uzyskany dla soku ozratzgo jako J-KON

(otrzymanego z owocéw wiciokrzewu sinego) z praofilapozostatych prébek tego soku
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stwierdzono brak p¢ka odpowiadajcego za obecrné antocyjandw w probce J-KON.
Ponadto barwa tego gika okazata i by¢ mniej intensywna dla probki sterylizowanej w
temperaturze 135 °C w porownaniu do pozostatyclbgkGsokéw poddanych sterylizacji
(rysunek Il 22B-[11]).

Uzyskane wyniki wskazgj na wys¢powanie niewielkich rénic w profilu
przeciwutleniaczy analizowanych probek. Niemniejingk obrobka termiczna sokow z
owocoOw jagodowych za pomgcsterylizatoraEnbioJetwydaje s¢ by¢ procesem bardziej

zachowawczym iiogrzewanie tradycyjnym sposobem w temperaturze?C00

3.5. Wykorzystanie procesu derywatyzacji w wyciekkkolumny do poréwnania profili
przeciwutleniaczy w produktacBywnasciowych otrzymanych na bazie owocow aronii i

wiciokrzewu sinego

Kontrola jakdci surowca podczas obrobki technologicznej wymagatasowania
odpowiednich nargzi i metod umeliwiajgcychsledzenie zmian jakeiowych i ilosciowych
substancji bioaktywnych. Studia literaturowe prowgado wnioskuze wicksza¢ bada nad
wptywem obrébki owocdw i warzyw skupiagsgtdwnie na monitorowaniu jednej lub kilku
substancji bioaktywnych. Wyniki takich badaostarczaj cennych informacji, jednak nie
przedstawiaj petnego obrazu wéaiwosci badanego materiatu determigoych jego jakéc.
Dlatego np. w przypadku zi@wiatowa Organizacja Zdrowia w 1991 roku zaakceptawa
stosowanie tzw. chromatograficznego profilu (afiregerprint chromatographyjako techniki
oceny jakaci roslin [WHO, Guidelines for the Assessment of Herbal MedjdVorld Health
Organization, Munich, Germany, 1991, p].2Rowniez Europejska Agencja Medyczna
(EMEA) rekomenduje chrmatograficzne profile do kaddabilngci materiatu rélinnego
[CHMP, Guideline on quality of herbal medicinal ptmds/traditional herbal medicinal
products. Committee for medicinal products for hamese (CHMP), European Medicines
Agency Inspections, July 21, 2005, CPMP/QWP/281%e¥ 1, EMEA/CVMP/814/00
Technika chromatograficznego ,odcisku palca” znalazele zastosowa
— w sprawdzaniu oryginalioi pochodzenia materiatudlonnego;

— w badaniach wptywu tych warunkow uprawy na substancje bioaktywriémg,;

- w detekcji obcych, nienaturalnie wygptjacych substancji w materiale stmnym
(zafatszowa);

— podczassledzenia zmian jakwiowych i ilosciowych substancji bioaktywnych w trakcie

obrébki technologicznej materiatustimnego.
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Zastosowanie zestawu HPLC spmanego z urgdzeniem do derywatyzacji analitow
w wycieku z kolumny umdiwia detekcg w ukfadzie on-line sktadnikbw obecnych w
ztozonej mieszaninie posiadaych zdolné¢ do wychwytywania rodnikow [123]. Na
Wydziale Chemicznym Politechniki Galskiej opracowano i zweryfikowano rwosé
uzycia do tego celu ugglzeniaPinnacle PCX[123] w miejsce dotychczas stosowanych
zestawow wiasnej konstrukciji.

Mozna wymiené nastpujace etapy tej metodyki analitycznej:
— rozdzielenie skladnikdbw mieszaniny za pomorestawu HPLC pracagego w
uktadzie faz odwroconych,
— detekcg rozdzielonych analitow przy pomocy detektora DAdetektor z matryg
fotodiodowg),
- wprowadzenie strumienia reagenta (metanolowegovaat kationorodnika ABTSe
lub wodnego roztworu odczynnika F-C) w strumieluatu wyptywajcego z
detektora DAD i wprowadzenie go poprzedlp reakcyjm urzadzeniaPinnacle PCX
do kolejnego detektora (UV-Vis).

W rezultacie otrzymywanegsdwa chromatogramy uzyskiwane w trakcie analizybpkbza
pomog zarOwno pierwszego, jak i drugiego detektora. i@y z nich przedstawia
standardowy profil rozdzielonych analitéw, natonhidsugi profil, rejestrowany jest przy
maksimum absorbancji charakterystycznym dla stoseg@a reagenta o charakterze
prooksydanta. Drugi chromatogram wskazuje gexhie ujemne piki, pochodee od
rozdzielonych substancji posiageych wiaciwosci przeciwutleniaggce, w przypadku
zastosowania metanolowego roztworu kationorodniBI @¢" ulegajcego odbarwieniu lub
jedynie dodatnie piki, w przypadku zastosowania memg roztworu odczynnika F-C
zmieniagcego barw wskutek redukcji przez przeciwutleniacze obecndasdanej prébce
[123].

Zastosowanie takiego rozygania aparaturowego w odroeniu od powszechnie
stosowanych testéw spektrofotometrycznych oraz ni&chrLC, umazliwia identyfikacg
pojedynczych zwizkdéw majcych udziat w catkowitej aktywrigi przeciwutleniajcej.
Rezultatem przeprowadzonych badaw ramach pracy doktorskiej gs profile
przeciwutleniaczy (zarbwno znanych jak i niezidéiktwanych) charakterystyczne dla
poszczegodlnych prébek otrzymanych z owocdéw aroniwidiokrzewu sinego. Ponadto,
sledzenie zmian w takich profilach surowca $eypwego oraz finalnego produktu uiiavia

okreslenie wptywu obrdbki na wiaiwosci przeciwutleniajce owocow.
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3.5.1. Profile przeciwutleniaczy obecnych w prolbkagiezych owocdw aronii i wiciokrzewu

sinego

W celu przedstawienia profili przeciwutleniaczyacikterystycznych dldwiezych
owocoOw aronii oraz wiciokrzewu sinego do badaykonanych za pomagczestawu HPLC
sprzzonego z urgdzeniem do derywatyzacji analitow w wycieku z kohynh wybrano
probki oznaczone odpowiednio jako 6S oraz J (owamiany ,Jolanta”) wedtug opisu w
tabeli 1l 1. Chromatogramy otrzymane podczas awalprobki ekstraktu metanolowego
otrzymanego z liofilizatdbw owocow aronii (6S) prataviono na rysunku Il 23.

mAU, 2

200 -

m 150
(A=300 nm)
1004

[ -750
(A=734 nm) |-1000

[

(A=750 nm) | 801

Rysunek 11l 23. Chromatogramy uzyskane podczas analiz probek wletaago ekstraktu z
liofilizatow owocéw aronii (prébka 6S) z wykorzysiam zestawu HPLC spgzonego z urgdzeniem
do derywatyzacji analitow w wycieku z kolumny. fjchromatogram analitéw przed derywatyzacj
[ll] = chromatogram analitow po derywatyzacji zavmg odczynnika ABTS; [Ill] — chromatogram
analitow po derywatyzacji za ponypodczynnika F-C.

1 — kwas protokatechowy, 2 — pochodna kwasu chiarogego, 3 — pochodna kwasu cynamonowego, 4 — kwas
chlorogenowy, 5 — pochodna kwasu kawowego, 6 — kkasowy, 7 — cyjanidyno-3-galaktozyd, 8 —
cyjanidyno-3-glukozyd, 9 — pochodna cyjanidyny, 40zwigzek z grupy antocyjanéw, 11 — pochodna
cyjanidyny, 12 — hyperozyd, 13 — rutyna

Chromatogram analitow przed procesem derywatyzdojsunek 111 23 [l])
przedstawia standardowy profil zwkoéw fenolowych ekstraktu otrzymanego na bazie

owocoOw aronii. Charakteryzujeeson obecnéciag 13 gtéwnych pikdw. Na chromatogramach
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uzyskanych po derywatyzacji (rysunek 111 23 [ll][lil]) widoczne g piki wskazugce na
substancje o aktywroi przeciwutleniggcej. W wyniku przeprowadzonych analiz okazato
sie, ze wszystkie zidentyfikowane zgaki wykazywaty aktywné¢ przeciwutleniajca, co
widoczne byto po procesie derywatyzacji zarOwno panog roztworu kationorodnika
ABTS¢", jak i roztworu odczynnika F-C. Ponadto, proces wgwnit réznice w potencjale
przeciwutleniggcym  fitozwigzkow. Stwierdzono, ze  najwyszy  aktywnacia
przeciwutleniajca charakteryzowaty si zwigzki z grupy antocyjanow, a zwlaszcza
cyjanidyno-3-galaktozyd i pochodna cyjanidyny ozwawa numerem 9 (rysunek Il 23), jak
rowniez w mniejszym stopniu, pomimo #ej zawartéci, kwas chlorogenowy i jego
pochodna. Sytuacja taka byla spowodowana tym,w badanej probce substancje te
wystepowatly w znacznych ikeiach. Pozostate fitozwzki miaty mniejszy wkiad do
catkowitej aktywndgci przeciwutleniajcej badanych owocow.

Analogiczne badania przeprowadzono dla prébki raket metanolowego
otrzymanego z owocow wiciokrzewu sinego odmiany lgd@” (J). Chromatogramy
uzyskane podczas analiz prébek ekstraktow wykorarpgee pomog zestawu HPLC/PCX
przedstawiono na rysunku Il 24.

Otrzymane rezultaty wskazywaty na obegnbl pikow charakterystycznych dla tego
owocu. Wszystkie zidentyfikowane bioaktywne subsj@nwystpujace w tej odmianie
wiciokrzewu sinego wykazywaty aktywsd przeciwutleniajca. Podobnie jak w przypadku
probki owocow aronii, do fitozwgzkow majicych najwekszy wkiad do potencjatu
przeciwutleniaggcego tych owocéw (J) nalaly antocyjany (zwilaszcza cyjanidyno-3-
glukozyd), jak rownie kwas chlorogenowy, a zatem przede wszystkim sobgaznacznie
przewy:szapce pozostate polifenole ze wzdlu na ich zawartg w tej probce owocow.

Te wstpne oznaczenia wytaie pokazatyze zastosowanie podeja analitycznego
wykorzystupcego technik chromatograficznego ,odcisku palca” # by znakomitym
narzdziem pozwalacym sledzic przemiany przeciwutleniaczy w trakcie przetwaraani

zarbwno owocow aronii, jaki i owocow wiciokrzewunsgo.
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Rysunek 1l 24. Chromatogramy uzyskane podczas analiz probek wletaago ekstraktu z
liofilizatbw owocow wiciokrzewu sinego (odmiana Jdota”) z wykorzystaniem zestawu HPLC
sprzzonego z urgdzeniem do derywatyzacji analitbw w wycieku z kohym|l] — chromatogram
analitow przed derywatyzagj[ll] — chromatogram analitdw po derywatyzacjigamog odczynnika
ABTS; [lll] - chromatogram analitow po derywatyfaa pomoa@ odczynnika F-C.

1 — kwas protokatechowy, 2 — pochodna kwasu chemogego, 3 — kwas chlorogenowy, 4 — pochodna
cyjanidyny, 5 — kwas kawowy, 6 — cyjanidyno-3-glakd, 7 — pochodna cyjanidyny, 8 — awek z grupy
antocyjanéw, 9 — pochodna cyjanidyny, 10 — rutyiria;-- kwercetyna

3.5.2. Poréwnanie profili fitozwzkdw o charakterze przeciwutleniaczy w wybranych
prébkach owocow aronii pobranych podczas produtkgimu

Zestaw HPLC sprzony z uradzeniem do derywatyzacji analitow w wycieku z
kolumny wykorzystano daledzenia zmian profilu przeciwutleniaczy owocow rarq8S)
podczas produkcji ztmu (4DM). Posfpowanie to miatlo umdiwi¢ okreslenie wplywu
obrébki technologicznej na aktywdto przeciwutleniajcg polifenoli wystpujacych w
surowcu wyjciowym. Do przeprowadzenia bagdaobok swiezych owocéw (8S) i wyrobu
finalnego (dem 4DM), wybrano rownie probke okreslang jako 3DM. W niej bowiem
zaobserwowano najekszy spadek wikaiwosci przeciwutleniggcych w poréwnaniu z
surowcem wyjciowym, co wykazano w trakcie badgrowadzonych z ayciem metod
spektrofotometrycznych: ABTS, DPPH oraz testu wykstupcego odczynnik F-C.
Chromatogramy uzyskane podczas analiz ekstraktot@ma®wych otrzymanych z prébek
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owocoéw aronii 8S, 3DM oraz 4DM za pompoeestawu HPLC/PCX przedstawiono na
rysunku Il 25.

8S 3DM 4DM
mAU 2 7 [|] mAU 2 [|
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Rysunek Il 25. Chromatogramy uzyskane podczas analiz metanolowlstraktow z liofilizatéw
prébek 3DM oraz 4DM pobranych w trakcie produkcjzeohu z owocow aronii (8S) z
wykorzystaniem zestawu HPLC spzpnego z urgdzeniem do derywatyzacji analitdw w wycieku z
kolumny. [I] — chromatogram analitow przed derywatyh; [l] — chromatogram analitébw po
derywatyzacji za pomacodczynnika ABTS; [lll] — chromatogram analitow plerywatyzacji za
pomog@ odczynnika F-C.

1 — kwas protokatechowy, 2 — pochodna kwasu chemogego, 3 — pochodna kwasu cynamonowego, 4 — kwas
chlorogenowy, 5 — pochodna kwasu kawowego, 6 — kkasowy, 7 — cyjanidyno-3-galaktozyd, 8 —
cyjanidyno-3-glukozyd, 9 — pochodna cyjanidyny, 40zwigzek z grupy antocyjanéw, 11 — pochodna
cyjanidyny, 12 — hyperozyd, 13 — rutyna

Otrzymane chromatogramy wskagua obntanie s¢ aktywnaci przeciwutleniajcej
wnoszonej przez poszczegolne fitozmki podczas ogrzewania surowca z cukrem (prébka
3DM), jak réwnie na dalszy spadek tych wtawosci na etapie procesu pasteryzacji w
autoklawie (prébka 4DM). Zakmosci te widoczne byly na uzyskanych chromatogramach w
postaci zmniejszagej sk wysokaci pikbw zarowno po derywatyzacji za pomaoztworu
kationorodnika ABTS® (rysunek Il 25 [ll]), jak i odczynnika F-C (rysek 11l 25 [llI]).
Ponadto zauwano,ze w przypadku obydwochzytych reagentow spadek ten rgstwat w

podobnym stopniu. Obanie aktywnéci przeciwutleniaggcej poszczegolnych fitozaazkow
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najbardziej widoczne bylo na przyktadzie substanefystpujacych w najwyszych
stezeniach w prébkach surowca, a mianowicie: cyjanidgrgalaktozydu i zwjzku
nalezacego do grupy cyjanidyn oznaczonego numerem 9 figksulll 25) oraz kwasu
chlorogenowego i jego pochodnej. Wyséko piku wskazujcego na aktywnid
przeciwutleniagca cyjanidyno-3-galaktozydu po ogrzewania z cukremalata okoto 2-
krotnie w poréwnaniu do jego wysad@ w probce swiezych owocow aronii. Proces
pasteryzacji wywotat dalszy (okoto 3-krotny) spadeksokdaci tego piku w stosunku do jego
wysokaci w probce pobranej w poprzednim etapie obrobkihmelogicznej. Podoln
sytuacg zauwaono dla pochodnej zwikow z grupy cyjanidyn (oznaczonej numerem 9),
poniewa wysoka¢ piku odpowiadaicego za jej aktywnig przeciwutleniggca zmalata
okoto 3-krotnie po ogrzewaniu surowca z cukrem wopmaniu do jego wysokai w probce
swiezych owocow aronii. Proces pasteryzacji przyczymgtdo dalszego, okoto 3-krotnego,
spadku wysokéi tego piku. Ponadto w probce oznaczonej jako 3@votowano prawie 2-
krotne zmniejszenie wysoka pikéw odpowiadajcych za aktywngci przeciwutleniggce
kwasu chlorogenowego oraz jego pochodnej w poréwndn ich wysokéci w surowcu
wyjsciowym. Po kolejnym etapie przetwarzania (prébkaVjDnie zauwaono dalszego
spadku aktywngci przeciwutleniaggcych tych zwazkow. W przypadku pozostatych polifenoli
zmiany tych whaciwosci nie byty juz tak widoczne.

Biorgc pod uwag uzyskane wyniki bademozna stwierdzt, ze ogrzewanie surowca z
cukrem przyczynito si do zmniejszenia aktywldoi przeciwutleniggcej gtownych grup
polifenoli zidentyfikowanych w przetwarzanych owobaaronii. Dalsza obrdobka termiczna
(proces pasteryzacji) wywotata kolejny, zngmyz spadek tej aktywrsci dla zwihzkow z
grupy antocyjanéw. Te niekorzystne zmiany spowodpwze uzyskany produkt Kmowy
(dzem) mogt mié obnizone widciwosci prozdrowotne w porownaniu z tymi, jakie mogtyby

by¢ oshgniete przy petnym zachowaniu fitokompleksu surowcasaigwego.

3.5.3. Wplyw tradycyjnej obrébki termicznej sokdwymanych z owocéw aronii na zmiany

profili zwigzkdw wykazycych aktywné’ przeciwutleniajcg

Zestaw HPLC/PCX wykorzystano rownie do $ledzenia zmian profilu
przeciwutleniaczy w soku otrzymanym z owocOw aropddczas tradycyjnej obrobki
termicznej w temperaturze 100 °C. Do przeprowadedrada wybrano probki sokéw

ogrzewane przez 1 i 5 godzin, jak rownigréble niepoddag temu zabiegowi (okétang
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jako KON zgodnie z opisem w tabeli Ill 1). Chromgttamy uzyskane podczas analiz tych
sokow za pomagcwspomnianego zestawu przedstawiono na rysunkaélll

KON 1h
mAU 2 [1 mAU 2 m
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Rysunek Il 26. Chromatogramy uzyskane podczas analiz prébek sakaronii (KON oraz probek
sokéw 1h i 5h poddanych tradycyjnej obrobce termégg z wykorzystaniem zestawu HPLC
sprzzonego z urzdzeniem do derywatyzacji analitow w wycieku z kohy. [I] — chromatogram
analitéw przed derywatyzagj[ll] — chromatogram analitéw po derywatyzacjimamoa odczynnika
ABTS; [lll] = chromatogram analitow po derywatyjiaza pomo@ odczynnika F-C.

1 — kwas protokatechowy, 2 — pochodna kwasu chiarogego, 3 — pochodna kwasu cynamonowego, 4 — kwas
chlorogenowy, 5 — pochodna kwasu kawowego, 6 — kwasowy, 7 — cyjanidyno-3-galaktozyd, 8 —
cyjanidyno-3-glukozyd, 9 — pochodna cyjanidyny, #0zwigzek z grupy antocyjanéw, 11 — pochodna
cyjanidyny, 12 — hyperozyd, 13 — rutyna, 14 — palifeo(-)-epikatechiny

W wyniku przeprowadzonych analiz dla probki sokuepuddanego obrébce
termicznej w przedniej e&ci chromatogramu zauwano obecn& 2 niezidentyfikowanych
pikbw dapcych silne sygnaly po derywatyzacji (zwtkaszcza wzypadku piku
charakteryzuyjcego s¢ krotszym czasem retencji). Piki te nie byly obecma
chromatogramach uzyskanych przed oraz po derywgtyaai po 1, ani po 5 godzinach
ogrzewania soku otrzymanego z owocOw aronii. Podobgtuacja miata miejsce w
przypadku zwizku kedacego pochodn (-)-epikatechiny (sygnat oznaczony numerem 14).
Substancja ta widoczna byta na chromatogramie wiamym przed derywatyzactylko dla
probki okrelanej jako kontrolna (rysunek Il 26; KON [1]). Rikej substancji, wskazage na

111



CZESC DOSWIADCZALNA

silng aktywna¢ przeciwutleniajca (wykazam za pomog reagentdw ABTS i F-C), nie
wystepowatly w badanych probkach ogrzewanych przez cza$ hodzin w temperaturze
100 °C. Z kolei kwas chlorogenowy, jak i jego podha, bylty stabilne po 1 godzinie
ogrzewania, co uwidocznione byto na obu chromatogch po derywatyzacji (za pompc
roztworu odczynnika ABTS oraz F-C) poprzez wpsiwanie pikdw o podobnej wysai@, a
tym samym o zb#ionej aktywndci przeciwutleniajcej, co w probce oznaczonej jako KON.
Nieznacznie risze piki tych fitozwazkow, w poréwnaniu do pikdw chromatograficznych
uzyskanych w trakcie analizy probki kontrolnej, sizgno dla soku poddanego ogrzewaniu
przez 5 godzin. W przeciwistwie do kwasu chlorogenowego i jego pochodnej, po
derywatyzacji piki zwizkébw z grupy antocyjanbw - cyjanidyno-3-galaktozyduaz
pochodnej cyjanidyny oznaczonej na chromatogranjaah nr 9 okazaly siby¢ 3-krotnie
nizsze w probce poddanej ogrzewaniu przez 1 gedziporownaniu do odpowiadggych im
pikbw w probce KON. Co wtej, na chromatogramach uzyskanych po derywatyzagji
zauwaono wystpowania tych pikdbw w prébce ogrzewanej przez 5 god@znacza toze
obrébka termiczna przyczynitagsdo drastycznego spadku aktywsoioprzeciwutleniajcej
omawianych zwjzkOw z grupy antocyjanow.

Otrzymane wyniki wskazgjna to,ze tradycyjna metoda ogrzewania wptywa bardzo
niekorzystnie na aktywr¢ przeciwutleniajca soku otrzymanego z owocéw aronii, Ktory
naleey do daé¢ czesto przygotowywanych wyrobéw zaréwno w warunkacheprystowych,

jak i domowych.

3.5.4. Wplyw ogrzewania sokOw otrzymanych z owoatmii za pomog urzgdzenia

EnbioJet na przemiany profili zgakow wykazycych aktywnér’ przeciwutleniajcg

W celu okrélenia wptywu ogrzewania sokow uzyskanych z owocdwni za
pomo@ urzagdzeniaEnbioJetna zmiany profili zwiazkédw o charakterze przeciwutleniaczy
wykorzystano zestaw HPLC/PCX. Do przeprowadzenidabawybrano probki sokéw
ogrzewane w temperaturze 90 °C i 130 °C oraz prokkeslang jako KON zgodnie z opisem
w tabeli 1l 1. Chromatogramy uzyskane podczas tgohliz przedstawiono na rysunku Il
27.

W wyniku przeprowadzonych éaiadczeés stwierdzono,ze w przypadku prébek
ogrzewanych za pomecurzgdzenia EnbioJet (w temperaturze 90 °C i 130 °C), w
przeciwigistwie do prébek poddanych tradycyjnej obrébce texmgj, na chromatogramach
po derywatyzacji za pomgmdczynnika F-C widoczne byty niewielkie piki wskgge na
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aktywna¢ przeciwutleniagca odpowiadajca zwigzkowi 0 najniszym czasie retencji w
probce KON. Podobnie jak to mialo miejsce w przyqpadorobek ogrzewanych w
temperaturze 100 °C przez 1 lub 5 godzin, w prdbkpeddanych obrobce za pomoc
wspomnianego updzenia nie pojawialy i piki odzwierciedlajce aktywnéé

przeciwutleniagca zwigzku bgdacego pochodn(-)-epikatechiny.

KON 90 T 130 C
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1250 [ [ [
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200 [ 30 [ 30 [
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Rysunek Il 27. Chromatogramy uzyskane podczas analiz prébek sakaronii (KON oraz probek
sokow poddanych ogrzewaniu za pomoczadzeniaEnbioJetw temperaturze 90 °C oraz 130 °C) z
wykorzystaniem zestawu HPLC spienego z urzdzeniem do derywatyzacji analitbw w wycieku z
kolumny. [I] — chromatogram analitéw przed derywatyp; [ll] — chromatogram analitbw po
derywatyzacji za pomacodczynnika ABTS; [Ill] — chromatogram analitow plerywatyzacji za
pomog odczynnika F-C.

1 — kwas protokatechowy, 2 — pochodna kwasu chirogego, 3 — pochodna kwasu cynamonowego, 4 — kwas
chlorogenowy, 5 — pochodna kwasu kawowego, 6 — kwasowy, 7 — cyjanidyno-3-galaktozyd, 8 —
cyjanidyno-3-glukozyd, 9 — pochodna cyjanidyny, #0zwigzek z grupy antocyjanéw, 11 — pochodna
cyjanidyny, 12 — hyperozyd, 13 — rutyna, 14 — palifeo(-)-epikatechiny

Otrzymane rezultaty wskazywaty,ze aktywnd¢ przeciwutleniggca kwasu
chlorogenowego i jego pochodnej nie ulegata zmigoie wptywem ogrzewania za pomoc
urzadzeniaEnbioJetzaréwno w temperaturze 90 °C, jak i w 130 °C wopmraniu z probk

kontrolmg. Ponadto, na chromatogramach uzyskanych po deyyaat wysokadci pikow:
cyjanidyno-3-galaktozydu oraz pochodnej cyjanidgapaczonej numerem 9 (rysunek Il 27)
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byty tylko nieznacznie isze w prébkach poddanych obrébce za pamwzdzeniaEnbioJet
w poréwnaniu z uzyskanymi sygnatami tych gmkioéw w probce niepoddanej temu
zabiegowi. Oznaczato tae ten sposob przetwarzania soku nie przyczynsad®iznaczcego
obnizenia aktywnéci przeciwutleniajcych wspomnianych antocyjanow.

Wyniki bada& sugeruj, ze ogrzewanie za pom@curzadzenia EnbioJet nie
powodowato tak diych zmian w profilu przeciwutleniaczy, jak to mialmiejsce w
przypadku tradycyjnej obrébki termicznej. Naleowniez podkréli¢, ze ogrzewanie w tym
urzadzeniu (nawet w temperaturze 130 °C) nie przycignisic do znaczcej utraty
aktywnaci przeciwutleniajcej pochodzcej od zwizkdéw z grupy antocyjanéw. Do
podobnych wnioskow prowadzity wyniki analogicznyahaliz przeprowadzonych dla sokow
otrzymanych z owocOw wiciokrzewu sinego: J-KON, J@oraz J130 °C. Zatem réwuie
monitorowanie przemian fitokompleksu sokéw z owogagodowych za pomaciledzenia
zmian w profilu przeciwutleniaczy wskazuje na zaghwczG¢ procesu ogrzewania przy

uzyciu technologii mikrofalowe;j.

3.6. Zywotnai¢ naturalnej mikroflory sokdw otrzymanych z owocéwoaii i wiciokrzewu

sinego po obrobce termicznej za pomaterylizatora kompaktowego EnbioJet

Jednym z gtdwnych celdw obrdbki cieplrigjpvnaosci jest jej wyjatawianie. Wiadomo,
ze nhajbardziej skutecznym i nagéeiej stosowanym sposobem uzyskania czgsto
mikrobiologicznej utrwalanego produktiywnosciowego jest jego termiczna sterylizacja
[136]. W ramach rozprawy doktorskiej postanowioatem okréli¢ skutecznét inaktywacii
drobnoustrojéw w sokach otrzymanych z owocow aroraz wiciokrzewu sinego za pongoc
przeptywowego sterylizatofanbioJet Soki ogrzewano w temperaturze od 80 °C do 135 °C
wykorzystaniem wspomnianego gdzenia. Po zakazonym procesie obrébki termicznej
poszczegblne prébki sokéw poddano analizie w ceknaozenia o0golnej liczby
drobnoustrojéw (OLD), liczby bakterii kwasolubnyohaz dradzy i plesni. Wyniki uzyskane
dzicki wspotpracy z dr in. Edyty Malinowsky-Paiczyk z Katedry Chemii, Technologii i
BiotechnologiiZywnosci Politechniki Gdaskiej przedstawiono w tabeli I11 9.

Na podstawie przeprowadzonych badstwierdzono,ze dla wygciowego soku
otrzymanego z owocéw aronii (kontrola) ogéina lizztirobnoustrojéw wynosita 3,7 x 40
kolonii w 1 mL soku. Natomiast nie wykryto w nim Kiarii kwasolubnych oraz dedzy i
plesni. W pozostatych prébkach soku uzyskanego z owoadwii (poddanych obrébce za
pomog@ urzadzeniaEnbioJe} nie wykrytozadnych spéréd oznaczanych mikroorganizmoéw.
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Otrzymane wyniki sugerowatye temperatura ogrzewania 90 °C wystarczata do o

inaktywacji wszystkich drobnoustrojow wypujacych w soku z aroni.

Tabela Il 9. Wyniki analizy mikrobiologicznej sokéw z aronii iigiokrzewu sinego poddanych

ogrzewaniu za pomaairzadzeniaEnbioJetw zakresie temperatur 80 °C — 135 °C.

ogolna liczba bakterie s e -
owoc temperatura drobnoustrojow kwasolubne dro2dze i ple Snie
ogrzewania [T] fliczba kolonii/mL] lliczba kolonii/mL] [liczba kolonii/mL]
kontrola 3,7 x 10° nw nw
90 nw nw nw
100 nw nw nw
aronia 110 nw nw nw
120 nw nw nw
130 nw nw nw
135 nw nw nw
kontrola 4,56 x 10° 1,2 x10° 1,056 x 10°
80 <10 nw nw
90 nw nw nw
wiciokrzew 100 nw nw nw
siny 110 nw nw nw
120 nw nw nw
130 nw nw nw
135 nw nw nw
nw, nie wykryto

Wyniki wyrazono jako liczlg kolonii przeliczom na mL soku [liczba kolonii/mL].

W przypadku soku z owocow wiciokrzewu sinego obseje mikrobiologiczne
wykazaly, ze dla soku oznaczonego jako kontrolny OLD wynodifs6 x 16 kolonii/mL,
liczba bakterii kwasolubnych byta réwna 1,2 X2 ®lonii/mL, z& liczba dradzy i plesni
stanowita 1,056 x TOkolonii/mL soku. Najnisza temperatura ogrzewania w gazeniu
EnbioJetw przypadku tego soku (80 °C) nie powodowata catejvinaktywacji wszystkich
mikroorganizmow, natomiast temperatura 90 °C okazatk by¢ wystarczajca do
zapewnienia czystoi mikrobiologicznej badanego soku.

Uzyskane wyniki wskazywaty,e ogrzewanie soku w temperaturze 90 °C za pgmoc
urzagdzeniaEnbioJetwystarczato by zredukowdiczbe drobnoustrojow do poziomu, ktory nie
zagraat trwatdsci mikrobiologicznej soku, a przy tym zapewnionetdbyzachowanie
bioaktywnych fitozwizkow wystpujacych w obu surowcach.
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3.7. Ocena prébek owocéw aronii i wiciokrzewu sinegod wzgidem wybranych

wiasciwasci biologicznych w warunkach in vitro

3.7.1. Oznaczanie cytotoksycgriavybranych prébek owocow aronii i wiciokrzewuegin w
stosunku do ludzkich komérek limfoblastycznych TK6

Oznaczanie aktywroi cytotoksycznej wykonywano w celu oceny dzialania
biologicznego fitokomplekséw owocéw aronii i wicidewu sinego na komorki
eukariotyczne, a tak w celu doboru odpowiedniego zakreswzat (niepowodujcego
zahamowania wzrostu komoérek ekszego ni 20 %) badanych prébek owocow, ktory
wykorzystany zostanie przy ocenie ochrony komorekzegp uszkodzeniami DNA
wywotanymi przez RFT. W przeprowadzanychwi@mdczeniach wykorzystano linludzkich
komorek limfoblastycznych TK6, ktore mggtanowé model komorek ludzkiego uktadu
krwionosnego. Zatem obserwacje poczynione w trakcie hadagy odzwierciedla wptyw
sktadnikbw owocéw oraz produktdéw otrzymanych z &rowiciokrzewu sinego na organizm
ludzki. Do przeprowadzenia badaybrano probkgwiezych owocow aronii oznaczone jako
6S (wedtug opisu w tabeli 1ll 1) i owocéw wiciokmea sinego odmiany ,Jolanta”, jak
rowniez soki otrzymane z owocOw aronii:

— sok poddany tradycyjnej obrébce termicznej przee®K. godziny (ok&any jako
1h),
— sok ogrzewany za pomgarzadzeniaEnbioJetw temperaturze 130 °C (oznaczony
jako 130 °C),
— sok niepoddany waej wymienionym zabiegom (KON).
Komorki TK6 traktowano badanymi prébkami przezeskB godzin. Ocerncytotoksycznéci
prowadzono z wykorzystaniem metody, ktéra polegalioaeniu komérek w komorze
hemocytometru.

Uzyskane wyniki odnénie wptywu probek etanolowych ekstraktow otrzymanye
zliofilizowanych swiezych owocow aronii (6S) oraz owocow wiciokrzewu gjaogodmiana
»Jolanta”) na komorki TK6 przedstawiono na rysurniku28 w postaci zalenosci stopnia
zahamowania wzrostu tych komérek (inkubowanych dabgmi probkami owocéw przez
okres 3 godzin) od zawa#m badanego materiatu domnego w zawiesinie komadrkowe;j.
Zawartd¢ te podano w postaci odpowiadag]j ilosci mokrej masy (m.m.jwiezych owocow
przypadajcej na 1 mL paywki zawieragcej komorki TK6. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczé zauwaono nieznaczn toksyczné¢ owocdw aronii przy zawaroi 0,47 oraz

1,18 [mg m.m. owocow/mL pywki] w stosunku do ludzkich komorek limfoblastygz.
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W przypadku kolejnych probek, dla ktérych zawéttmokrej masy owocow w pgwce byta
wi¢ksza, cytotoksyczrio wzrastata w miar zwickszania sj ilosci tej probki owocow w
pozywce podczas inkubacji z komorkami TK6. Powodowatza bowiem zahamowanie
wzrostu komérek o ponad 20 % (okoto 21 % w przypegdbki owocow aronii 0 zawala
2,35 [mg m.m. owocow/mL pywki] oraz okoto 28 % dla prébki o zawaéto 4,7 [mg m.m.
owocow/mL paywki]). Pomimo znacznego (przekraczeggo poziom 20 %) stopnia
zahamowania wzrostu komorek TK6 przy ostatnich dwdspomnianych probkach owocow
aronii, w dalszych badaniach postanowiono wykoixystty badany zakres rozéezeh tej
prébki owocow, w tym take prébki rozciéaczone do zawarksi 2,35 oraz 4,7 [mg m.m.
owocow/mL paywki].  Zdecydowano si bowiem sprawdZzi czy mimo dé¢ wysokiego
stopnia zahamowania wzrostu ludzkich komérek lindstycznych pod wptywem badanych
probek, zauwzalny kedzie ochronny ich wptyw w stosunku do komorek Tk aonych na

dziatanie RFT.

A B

140 |

120 /I/I_\I\l
= 100 4

E R
2 L 604
S 40 S 40l
20 + 20 +

0 : : : | 0 : : . |

0 0,47 1,18 2,35 4,70 0 0,78 1,95 3,90 7,80
zawarto §¢ owocéw [mg m.m./mL] zawarto $¢ owocow [mg m.m./mL]

Rysunek Il 28. Zahamowanie wzrostu ludzkich komérek limfoblastyazh TK6 przez etanolowe

ekstrakty otrzymane ze zliofilizowanych prébek odac
[A] — aronii oznaczonej jako 6S (wedtug opisu w ghblll 1), [B] — wiciokrzewu sinego (odmiany ,Jaiga”).
Komorki inkubowano z badanymi prébkami przez oKegodzin. S¢zenie ekstraktdw przeliczono na mgknag [m.m.]

materiatu rélinnego znajdujca si¢ w 1 mL paywki. Przedstawione wynikiasiredni z trzech niezalaych oznacze+ SD.

W przypadku owocow wiciokrzewu sinego odmiany ,Jwéél okazato si, ze probka
tego materiatu rdinnego w badanym zakresie zawadiomokrej masy owocow w 1 mL
zawiesiny komorkowej (od 0,78 [mg m.m./mL] do 7&d m.m./mL]) nie wykazywata
toksyczndci w stosunku do komérek TK6. Przeciwnie, wydajg se przyczyniata giona
do stymulacji wzrostu komoérek (nawet o okoto 30 P4 klbmorek inkubowanych z badan

probky o zawartéci 1,95 [mg m.m. owocow/mL pywki]). Do przeprowadzenia kolejnych
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dodwiadczér z wykorzystaniem komorek TK6 zyto zatem calego badanego zakresu
rozcienczen tej probki owocow.

Jak ju wspomniano, oznaczenie aktywnobcytotoksycznej wykonano réwriedla
probek sokow otrzymanych z owocow aronii. Uzyskamgniki dotyczice wptywu tych
sokow (okrélonych jako KON, 1h, 130 °C) w zakresiezs od 0 do 0,01 % [v/v] na wzrost

komorek TK6 podczas 3-godzinnej inkubacji przedstae na rysunku Il 29.

—s— KON

—sa—1h

—=—130C

% kontroli

0 0,0013 0,0025 0,0050 0,0100

stezenie soku [% v/v]

Rysunek Il 29. Zahamowanie wzrostu ludzkich komorek limfoblastyezn TK6 przez soki

otrzymane z owocOw aronii (oznaczone jako KON,1839 °C wedtug opisu w tabeli 111 1).

Komorki inkubowano z sokami przez okres 3 godziaeBstawione wynikigsredni z trzech niezalenych oznacage+ SD.

Otrzymane wyniki wskazsgjna to,ze cytotoksyczn& wszystkich badanych sokéw w
stosunku do ludzkich komérek limfoblastycznych @ai¢ podobna i rénie w miag wzrostu
ich stzenia. W przypadku komorek traktowanych za pomioadanego zakresuesén soku
niepoddanego obrébce (KON) nie zausao zahamowania wzrostu ludzkich komorek
limfoblastycznych TK6 wikszego ni 20 %. Inkubacja komoérek TK6 z sokiem ogrzewanym
przez okres 1 godziny w temperaturze 100 °C prayety s¢ do spadku iléci komérek w
pozywce nieprzekraczagego 10 %. Natomiast sok poddany ogrzewaniu zaoppm
urzadzeniaEnbioJetpowodowat zahamowanie wzrostu komérek o ponad 290IRé6 podczas
inkubacji komorek z sokiem o najwgzym spéréd badanych sten (0,01 % [v/v]). Wynika
Z tego,ze sposOb obrobki pozwalaly zachowa fitokompleks owocdw aronii, zapewniat
takze zachowanie aktywsroi biologicznej soku.

Ze wzgkdu na niewielf toksyczné¢ sokéw do przeprowadzenia dalszych
doswiadczéi, podobnie jak w przypadku pozostatych probek owgcdpostanowiono
wykorzysta& caty badany zakresegtn tych sokéw (od 0 do 0,01 % [v/V]).
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3.7.2. Oznaczanie genotoksycimavybranych probek owocow aronii i wiciokrzewuegjo
w stosunku do ludzkich komérek limfoblastycznych TK

Reaktywne formy tlenugsodpowiedzialne za tzw. stres oksydacyjny prowagzlo
wielu niekorzystnych efektow zardbwno na poziomigeggnczej komorki, jak i organizmu
jako catgci. Celem molekularnym dla RFT w komorce biatka, jak réwnie lipidy
wchodzce w sktad bton komoérkowych. Najgmiejszymi jednak uszkodzeniami
spowodowanymi przez nig siszkodzenia DNA [137]. Skutkiem reakcji wolnychdnikdw i
innych aktywnych form tlenu z wygiujagcymi w materiale genetycznym zasadami
azotowymi (purynowymi lub pirymidynowymi)gsréznorodnie zmodyfikowane produkty,
ktore nie pozwalajna widciwe parowanie gizasad. Uniemdiwia to prawidtowy przebieg
replikacji DNA, co mae prowadzat do mutacji, ktore z kolei magzainicjowa proces
kancerogenezy. Ponadto, modyfikacji pod wptywem RRdg uleg& réwniez fragmenty
cukrowe w materiale genetycznym, toterganizmy musialy rozwigt mechanizmy
naprawcze, chrogte materiat genetyczny przed tego typu modyfikacjdr®d8]. Jednym ze
sposobéw naprawy uszkodzonego DNA jest mechanizieragry sk na wycinaniu zasad
materiatu genetycznego — BER (anigase excision repdir [139]. Pierwszym etapem
dziatania tego systemu naprawy DNA jest rozpoznasiekodzonych zasad oraz uswie
ich przez glikozylazy [140]. Do tej grupy enzymowlery m.in. wyizolowana z komoérek
bakteryjnych formamidopirymidyno-DNA-glikozylaza RE), ktdra powszechniezywana
jest w warunkach laboratoryjnych do detekcji oksydamych uszkodze zasad purynowych
materiatu genetycznego, w tym 8-oksoguaniny [141].

Jedy z powszechnie stosowanych metod zstych do oznaczenia poziomu
uszkodzé DNA jest test kometowy (angcomet assgy Znany jest on réwnie jako
.elektroforeza pojedynczych komorek welu agarozowym” (ang.single cell gel
electrophoresis Po raz pierwszy przedstawiony on zostat przetings i Johansona w 1984
roku jako metoda wizualizacji uszkodz®NA w pojedynczej komoérce [142]. Gtownymi
zaletami testuss

— latwaos¢ aplikacji do badaroznych tkanek,

— jednoczesna detekcja wielu rodzajow uszkad2aBlA,

— otrzymywanie danych na poziomie pojedynczej komorki
Badania z wykorzystaniem testu kometowego #gndmy¢ prowadzone na komorkach
pochodacych z rglin, zwierzt i co najwaniejsze — na komérkach ludzkich [143, 144]. W

tescie kometowym niewielka liczba komorek, ktére moby¢ uprzednio narsgone na
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dziatanie czynnika zdolnego do uszkadzania materggnetycznego, zawieszana jest w
cienkiej warstwiezelu agarozowego natonego na szkietko mikroskopowe, poddana lizie, a
nastpnie elektroforezie. Podczas elektroforezy w waaatkalkalicznych nagbuje migracja
pofragmentowanego, czyli uszkodzonego DNA (o tadunofemnym) w kierunku bieguna
dodatniego (anody) [145]. Gltdwne etapy testu komet przedstawione zostaty na rysunku
[l 30. Jadro komoérki naraonej na czynniki uszkadzgie DNA, poddane testowi, po
wybarwieniu fluorochromami uwidaczniaggpod mikroskopem jako kometa z gltp\zarys
jadra) oraz ogonem (pofragmentowany DNA).nkach kwasu deoksyrybonukleinowego
pocity wskutek uszkodzenia migruje podczas elektrofpréalej niz nieuszkodzony DNA,
stad tez im dtuzszy jest ogon komety (czyli im vigzy poziom intensywrsai fluorescencji w
obrebie ogona komety podczas analizy mikroskopowejjn thardziej jest uszkodzony
materiat genetyczny [146]. Przykiadowy obraz mikasowy komet uzyskanych w wyniku
przeprowadzenia testu kometowego przedstawiongsuaku 111 31.

UZYSKANIE KOMOREK NARA ZONYCH NA DZIALANIE GENOTOKSYN

!

OSADZENIE KOMOREK W ZELU AGAROZOWYM

!

LIZA UWALNIAJ ACA JADRA KOMORKOWE

|

ROZLUZNIENIE STRUKTURY CHROMATYNY | ROZWIJANIE DNA

!

ELEKTROFOREZA W WARUNKACH ALKALICZNYCH

!

BARWIENIE DNA BARWNIKIEM FLUORESCENCYJNYM

!

ANALIZA MIKROSKOPOWA

Rysunek 11l 30. Gtéwne etapy prowadzenia testu kometowego w warmkikalicznych [145].

Test kometowy przeprowadzany jest w warunkach @ikaych (pH = 13,3) w celu
identyfikacji pgknig¢ nici DNA w tzw. miejscach AP (apurynowych/apirymibwych —
pozbawionych zasady purynowej/pirymidynowej) i inhy miejscach wrdiwych na
srodowisko alkaliczne. Modyfikowane zasady materiglanetycznego, niewibwe na
srodowisko alkaliczne, niegsbezpdrednio identyfikowane w zwyktym geie kometowym,
dlatego te w miar potrzeb test mee by modyfikowany. Przyktadem takiej modyfikacji jest
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wariant testu zapewniggy mazliwos¢ wykrycia utlenionych zasad azotowych DNA poprzez
dodanie w odpowiednim momencie (po etapie lizy megicej jadra komodrkowe) roztworu

enzymu, w tym wspomnianejjdormamidopirymidyno-DNA-glikozylazy [124].

Rysunek Il 31. Obraz mikroskopowy uszkodzonego DNA (w postaci &nmkomérek TK6

otrzymany po przeprowadzeniu testu kometowego.

To ostatnie podégie zastosowano w badaniach gpgh rozprawy doktorsk w celu
oznaczenia genotoksyczwd wybranych prébek owocéw aronii i wiciokrzewu ego w
stosunku do komorek TK6. W éleiadczeniach tych komorki inkubowane z badanymi
prébkami owocow dzielono na 3 grupy:

— pierwsz stanowity komorki poddane badaniom z wykorzystanistandardowej
wersji testu kometowego (oznaczonej jako ,C.A.”p przeprowadzeniu ktorej
uzyskiwany podczas analiz mikroskopowych obraz oemiedlat gkniecia nici
DNA wrazliwe nasrodowisko alkaliczne;

- kolejmg stanowity komorki, ktére poddano analizie za pognamodyfikowanego
testu kometowego z zyciem enzymu FPG w celu wykrycia oksydatywnych
uszkodzeé zasad purynowych w materiale genetycznym; prepanabznaczono jako
.,C.A. + FPG”;

— ostatng grupe, tak jak poprzedgi stanowity komorki, ktore rownie poddano
analizie z wykorzystaniem zmodyfikowanego testu &towego, ale w tym
przypadku po etapie lizy uwalnigej jadra komorkowe preparaty traktowano
buforem (oznaczonym jako ,bufor F”) ghcym do przygotowania roztworu enzymu
FPG; tak przygotowana probka (oema jako ,C.A. + bufor F”) stanowita
odniesienie w stosunku do preparatu komérkowegdtaveanego za pomac

roztworu enzymu FPG.
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Wyniki testu kometowego dla prébéwiezych owocow aronii (oznaczonych jako 6S
wedtug opisu w tabeli Il 1) oraz wiciokrzewu simegodmiany ,Jolanta”) w stosunku do

ludzkich komorek limfoblastycznych TK6 przedstaweama rysunku Il 32.

B
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o 30 4 o 30 4
S 25 § 25| O CcA
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0 - 0
0 0,47 1,18 2,35 4,70 0 0,78 1,95 3,90 7,80
zawarto $¢ owocow [mg m.m./mL] zawarto $¢ owocow [mg m.m./mL]

Rysunek Il 32. Stopiéh uszkodzenia DNA ludzkich komdérek limfoblastycznytk6 traktowanych

za pomog etanolowych ekstraktéw otrzymanych ze zliofilizowah prébek owocow:

[A] — aronii oznaczonej jako 6S (wedtug opisu w ehblll 1), [B] — wiciokrzewu sinego (odmiany ,Jaita”).
Komorki inkubowano z badanymi prébkami przez oKsegodzin. S¢zenie ekstraktdw przeliczono na mgknag [m.m.]
materiatu rélinnego znajdujca si¢ w 1 mL paywki. Przedstawione wyniki stanogdredni z trzech niezalenych oznacze
+ SD.

Otrzymane wyniki wskazgjna to,ze zardwno owoce aronii, jak i wiciokrzewu sinego
nie przyczyniaty s do wzrostu pknie¢ nici DNA w komérkach TK6 poddanych badaniom z
wykorzystaniem standardowej wersji testu kometowggersja ,C.A.”). Swiadczyt o tym
podobny poziom uszkodianateriatu genetycznego uzyskany dla komoérek tra&tych za
pomog etanolowego ekstraktu otrzymanego z owocOw armeitibkrzewu sinego w
poréwnaniu ze stopniem uszkodzenia DNA w komérkampoddanych temu zabiegowi.
Natomiast po przeprowadzeniu zmodyfikowanego tdgimetowego z wykorzystaniem
enzymu FPG dla wspomnianych populacji komoérek zaowa zwikszenie zawartwi
materialu genetycznego w @bie ogonéw komet uzyskanych z DNA komoérek
inkubowanych z etanolowymi ekstraktami owocéw w @uamaniu do iléci materiatu
genetycznego zawartego w ogonach komet otrzymangtzh preparatow komorek
kontrolnych. Aby dokona doktadniejszej wizualizacji otrzymanych zréc poziomu
uszkodzé DNA po przeprowadzeniu bagla wykorzystaniem zmodyfikowanej wersji testu
kometowego, uzyskane dane poddano dalszemu przetwar tak, by maiwe byto
zobrazowanie zaklmosci wartasci odpowiadajcych uszkodzeniom oksydatywnym zasad
purynowych w DNA od zawarfgi badanych prébek owocéw aronii/wiciokrzewu sinego
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zawiesinie komorkowej. W tym celu uzyskawartag¢ mediany odpowiadaga zawartgci
DNA w ogonie komet (wyrzonej jako procentowy udziat DNA w ogonie; % DNA \ganie)
dla preparatow komérkowych traktowanych za pogrtmeforu F (,C.A. + bufor F”) odjto od
wartasci mediany odpowiadagej ilosci DNA w ogonie komet dla preparatow komorkowych
traktowanych za pomacroztworu enzymu FPG (,C.A. + FPG”). Otrzymane wvkni

przedstawiono na rysunku Il 33.
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Rysunek 1l 33. Poziom uszkodzenia DNA w affsie zasad purynowychudzkich komorek
limfoblastycznych TK6 traktowanych za pomocetanolowych ekstraktéw otrzymanych ze

zliofilizowanych probek owocow:

[A] — aronii oznaczonej jako 6S (wedtug opisu w ghblll 1), [B] — wiciokrzewu sinego (odmiany ,Jaiga”).
Komérki inkubowano z badanymi prébkami przez okBegodzin. Sfzenie ekstraktow przeliczono na mgknag [m.m.]
materiatu rélinnego znajdujca si¢ w 1 mL paywki. Przedstawione wyniki stanoydredni z trzech niezalenych oznacze
+ SD. Analiz statystyczn pomidzy poziomem uszkodzenia DNA komorek kontrolnycletfiaktowanych) oraz komérek
traktowanych za pomacekstraktéw prowadzono za pomdestu t-Studenta (0znaczenia poziomu ist&tndg** P < 0,001;

** P <0,01; *P <0,05).

W wyniku przeprowadzonych batlakazato sj, ze inkubacja komorek TK6 z prébk
owocow aronii (w ildci 4,7 mg m.m. owocow/mL pywki) wywotata statystycznie istotny
wzrost poziomu uszkod#e zasad purynowych DNA w poréwnaniu do stopnia tych
uszkodzé w preparacie kontrolnym, nietraktowanym za pognagspomnianej probki
owocow (rysunek IlI 33 A). Natomiast inkubacja kamld z probkami owocow aronii
(okreslanych jako 6S wedtug opisu w tabeli Ill 1) o zateéei od 0,47 do 2,35 [mg m.m.
owocow/mL paywki] nie powodowata tego niekorzystnego efektu iparaz materiat
genetyczny przygotowanych preparatow komérkowyckkodzony byt w tym samym
stopniu, co preparat kontrolny.

W przypadku owocow wiciokrzewu sinego zaumao statystycznie istotny wzrost

poziomu uszkodze w obrbie zasad purynowych DNA komorek TK6 traktowanych z
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pomo@ probki tego materiatu &innego o zawart@i 0,78; 3,9 oraz 7,8 [mg m.m.
owocow/mL paywki] w poréwnaniu ze stopniem tych uszkodze komorkach kontrolnych,
ktore nie byty traktowane badamprobky (rysunek 11l 33 B). Jednadk z punktu widzenia
biologicznego stopie uszkodzenia DNA komorek inkubowanych z bagdgmoblky o
najnizszej zawartéci owocow (0,78 [mg m.m./mL]) tylko nieznacznieznit si¢ od poziomu
tych uszkodze otrzymanego dla kontrolnego preparatu komorkowego
Podsumowujc, poziom genotoksycz&a prébek swiezych owocow aronii oraz
wiciokrzewu sinego nie okazatesiby¢ wysoki. Zawarté¢ DNA w ogonach komet w
przypadku wszystkich przygotowanych preparatow kdodych traktowanych za pomgc
badanych prébek (o #aej zawartéci mokrej masy owocow w pgwce) byla mniejsza ni
30 %. Zatem do dalszych analiz wykorzystano calgdabs zakres rozciezen probek
owocOw aronii oraz wiciokrzewu sinego.
Oznaczenie genotoksyczwmd wykonano réwnie dla prébek sokéw otrzymanych z
owocOw aronii:
— ogrzewanego przez okres 1 godziny w temperatur@ge€a@p
— przetwarzanego za ponmpuarzadzeniaEnbioJetw temperaturze 130 °C,
— soku niepoddanegaadnym zabiegom technologicznym (oznaczonego jakdN KO
wedtug opisu w tabeli 1l 1).
Otrzymane wyniki pomiarow aktywildoi genotoksycznej dla wymienionych prébek sokow z

owocow aronii w stosunku do ludzkich komorek limimdiycznych TK6 przedstawiono na

rysunku 111 34.
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Rysunek Il 34. Stopiér uszkodzenia DNA ludzkich komérek limfoblastycznytk6 traktowanych
za pomog sokow otrzymanych z owocow aronii (oznaczonycho KON, 1h, 130 °C wedtug opisu w
tabeli Ill 1).

Komorki inkubowano z sokami przez okres 3 godzizeBstawione wyniki stanowiredny z trzech niezalaych oznacze

+ SD.
124



CZESC DOSWIADCZALNA

Wyniki przeprowadzonych bada (rysunek 11l 34), otrzymane w przypadku
stosowania standardowej wersji testu kometowegasjee,C.A"), swiadczyly o tym,ze
stopien uszkodzenia DNA (gkniecia nici) w komorkach traktowanych za pomoc
poszczegolnych rozaiezen probek sokow z owocéw aronii byt podobny do poaiotych
uszkodzé w komorkach kontrolnych (niepoddanych inkubadymi sokami). Zatem badane
probki sokow nie przyczynialy sido wzrostu pknie¢ nici materialu genetycznego.
Natomiast po przeprowadzeniustoadcze z wykorzystaniem zmodyfikowanej wersji testu
kometowego, w ktorej wykorzystujegsioztwér enzymu FPG (,C.A. + FPG”) zauino
roznice pom¢dzy poziomem uszkodzenia DNA (zawadia materiatu genetycznego w
obrebie ogonéw komet) preparatow komorkowych inkubovedny badanymi sokami a
poziomem uszkodzenia DNA (zawaite materialu genetycznego w gbie ogonow komet)
preparatow komérek kontrolnych. W celu doktadniejszizualizacji wspomnianych #aic,
podobnie jak tego dokonano w przypadku prébeiezych owocéw aronii oraz wiciokrzewu
sinego, uzyskanwartas¢ mediany odpowiadaga zawartéci DNA w ogonie komet (% DNA
w ogonie) dla preparatow komorkowych traktowanyehppmog buforu F (,C.A. + bufor
F") odjeto od wartéci mediany odpowiadagej ilosci DNA w ogonie komet dla preparatow
komorkowych traktowanych za pompmztworu enzymu FPG (,C.A. + FPG”). Otrzymane

wyniki przedstawiono na rysunku Il 35.
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Rysunek 1l 35. Poziom uszkodzenia DNA w affsie zasad purynowychudzkich komorek
limfoblastycznych TK6 traktowanych za pomasokdéw otrzymanych z owocow aronii (oznaczonych
jako KON, 1h, 130 °C wedtug opisu w tabeli lll 1).

Komorki inkubowano z badanymi sokami przez okresg®lzin. Przedstawione wyniki stanawiredng z trzech
niezalenych oznacze + SD. Analiz statystycza pomidzy poziomem uszkodzenia DNA komorek kontrolnych
(nietraktowanych) oraz komorek traktowanych sokagmowadzono za pomgctestu t-Studenta (oznaczenia poziomu
istotndci: *** P < 0,001; * P < 0,01; * P <0,05).
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Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzom® nhajwiksze rénice (statystycznie
istotne) w stopniu uszkodzenia DNA w ebile zasad purynowych wygtowalty pomedzy
preparatem komoérkowym kontrolnym oznaczonym jako-lieinkubowanym z sokiem
(stezenie soku 1h w pgywce réwne 0 % v/v) a preparatem komoérkowym trakioywn za
pomog tego soku o steniu 0,01 % v/v. Wyniki uzyskane w trakcie badaskazuj
bowiem, ze ten ostatni preparat charakteryzowa¢ gnacznie mniejszym poziomem
uszkodzenia materiatu genetycznegoadpowiadajcy mu preparat kontrolny. W przypadku
komorek inkubowanych z sokiem ogrzewanym za paemaoczadzenia EnbioJet w
temperaturze 130 °C okazat@,sie wraz ze zwikszaniem i jego stzenia zawarté&¢ DNA
w ogonach komet badanych preparatéw nieznaczniastata. Jak nmima bylo oczekiwé
najmniejsze rénice w poziomie uszkodaematerialu genetycznego odnotowano pginy
preparatami komorkowymi traktowanymi za porpo@oszczegolnych @ten soku
kontrolnego (KON).

Na podstawie otrzymanych wynikOw stwierdzona poziom uszkodze DNA
wyrazony za pomog zawartéci materiatu genetycznego w ogonie komet (% DNAgere)
w przypadku wszystkich przygotowanych preparatowmékowych inkubowanych z
badanymi probkami sokéw otrzymanych z owocow arbmgti mniejszy nt 20 % (DNA w
ogonie). Ze wzgldu na tak niewielik genotoksycznit tych probek w stosunku do komoérek
TK6, do dalszych analizzyto calego badanego zakreserzseh sokow.

Ponadto, porownag wyniki uszkodzé DNA w obrbie zasad purynowych komorek
TK6 traktowanych za pomacetanolowych ekstraktow otrzymanych ze zliofilizaweh
probek owocdéw aronii oraz traktowanych za pogneakow z owocow aronii, zauwano, ze
w ekstrakcie etanolowym mogty znatesic substancje o dziataniu genotoksycznym, ktore nie

wystepuja w sokach.

3.7.3. Ochrona ludzkich komaérek limfoblastycznyklé poddanych stresowi oksydacyjnemu

przez wybrane probki owocéw aronii oraz wiciokrzesinego

Test kometowy poshyt réwniez do oceny wybranych prébek owocéw pogtekn
ochrony DNA komorek przed atakiem reaktywnych fortbenu. Jako zrédio RFT
wykorzystano nadtlenek wodoru {B;). Otrzymane wyniki pomiaréw stopnia uszkodlze
materiatu genetycznego ludzkich komaorek limfoblagtych TK6 inkubowanych z prébkami

swiezych owocow aronii  (oznaczonych jako 6S wedtug wpis tabeli Ill 1) oraz
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wiciokrzewu sinego (odmiany ,Jolanta”), a ngmtie traktowanych roztworem B, i
poddanych testowi kometowemu przedstawiono na kisiih 36.

W wyniku przeprowadzonych é&weiadczé okazalo sj, ze wraz ze wzrostem
zawartgci badanych probek owocow aronii w zawiesinie kokog@rej zwickszat s¢ poziom
uszkodzé DNA komérek TK6 (rysunek lll 36 A). W przypadku gparatu stanowtego
préblke odniesienia, tj. przygotowanego z komoérek traktoych za pomogc nadtlenku
wodoru, ale niepoddanych inkubacji ze wspomaiprobky owocéw (o zawartei owocow
rownej 0 [mg m.m./mL piywki]), zawart@¢ materialu genetycznego w ogonach komet
wynosita okoto 30 % (DNA w ogonie). Natomiast daatetanolowego ekstraktu
otrzymanego z owocéw aronii przyczynia¢ sio zwekszania iléci DNA w ogonach komet
preparatow komorkowych. Statystycznie istotrrdznice w uszkodzeniu materiatu
genetycznego zauwano pomg¢dzy preparatem stanoygym probk odniesienia a
preparatami inkubowanymi z préblowocow aronii rozcikczory do zawartéci 1,18 oraz
2,35 [mg m.m. owocow/mL zawiesiny komérkowej]. Zatemazna mowe, ze zwizki
zawarte w owocach aronii mggvzmagé dziatanie nadtlenku wodoru wywolgego stres

oksydacyjny, a zatem wykazywaktywna¢ prooksydacyjs.
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Rysunek Il 36. Ochrona DNA ludzkich komorek limfoblastycznych TKprzed stresem
oksydacyjnym (wywotanym przez 5(M roztwoér nadtlenku wodoru) za pompetanolowych

ekstraktow otrzymanych ze zliofilizowanych probekozow:

[A] — aronii oznaczonej jako 6S (wedtug opisu w ghblll 1), [B] — wiciokrzewu sinego (odmiany ,Jaiga”).
Komérki inkubowano z badanymi prébkami owocéw pre&res 3 godzin. $tenie ekstraktow przeliczono na mgknasg
[m.m.] materiatu rélinnego znajdujca si¢ w 1 mL paywki. Przedstawione wyniki stanoyéredni z czterech niezataych
oznaczé + SD. Analiz statystycza pomigdzy stopniem ochrony DNA komérek kontrolnych (reétowanych) oraz
komérek traktowanych za pompekstraktow prowadzono za pomdestu t-Studenta (0znaczenia poziomu istatnd** P
<0,001; * P <0,01; *P < 0,05).
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Natomiast w przypadku preparatéw komorkowych tekdnych za pomacroztworu
nadtlenku wodoru oraz inkubowanych z prgb&tanolowego ekstraktu otrzymanego z
owocow wiciokrzewu sinego poziom uszkodZeNA komérek TK6 okazat giby¢ podobny
w catym badanym zakresie zawadbtej probki owocow w poywce (od 0,78 do 7,8 mg
m.m./mL]), z wyptkiem probki o zawartei 7,8 [mg m.m. owocéw/mL pgywki]. Ta
ostatnia zawarté@ owocow wiciokrzewu sinego w pgwce podczas przygotowywania
preparatu komorkowego przyczynitag sdo spadku (statystycznie istotnego) uszkadze
materiatlu genetycznego w komoérkach TK6 w porownatoutych uszkodzew preparacie
stanowgcym prébk odniesienia — traktowanym za pomaoztworu BHO,, ale niepoddanym
inkubacji z badag probky owocow (zawart& owocow réwna 0 [mg m.m./mL pgwki]).
Mozna zatem na tej podstawie wniosk@wze substancje zawarte w owocach wiciokrzewu
sinego mog przyczyni& si¢ do ochrony ludzkich komérek limfoblastycznych Thézed
stresem oksydacyjnym.

Ochronny wptyw przed stresem oksydacyjnym wyworamy komérkach TK6 (za
pomog nadtlenku wodoru) sprawdzono rowhigla sokow otrzymanych z owocow aronii, a
mianowicie dla:

— soku okrélanego jako ,KON” (wedtug opisu w tabeli 11l 1) 4apoddanego obrobce
technologicznej;
— soku oznaczonego jako ,1h” — poddanego tradycyphepbce termicznej przez okres

1 godziny w temperaturze 100 °C;

— soku okrélonego jako ,130 °C” — ogrzewanego za pomatczadzeniaEnbioJetw
temperaturze 130 °C.
Uzyskane wyniki tych oznac#ze wykonanych za pomac standardowe] wersji testu
kometowego przedstawiono na rysunku Il 37.

Biorgc pod uwag wyniki przeprowadzonych baflanozna stwierdz, ze wraz ze
wzrostem stzenia probki soku okétonej jako KON poziom uszkodaeDNA w komorkach
TK6 zmniejsza si. R&nice pom¢dzy zawartécia materiatlu genetycznego w ogonach komet
(% DNA w ogonie) dla preparatu komorkowego stamoego odniesienie (traktowanego za
pomog roztworu BHO,, ale niepoddanego inkubacji z baglaanoblg soku) a ildciag DNA w
ogonach komet preparatow komorkowych traktowanyohtworem nadtlenku wodoru i
poddanych inkubacji z sokiem KON okazaty &iy¢ statystycznie istotne. Zatem sok ten
moze przyczyniéd sie do ochrony komorek TK6 przed stresem oksydacyjnydnyskane
wyniki moga by¢ rowniez podstawy do stwierdzenia,ze stopié uszkodzenia DNA
(wywotanego przez nadtlenek wodoru) zakspada w przypadku preparatow komorkowych
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inkubowanych z sokiem poddanym tradycyjnej obrébmenicznej (1h). Dlatego nioa
wnioskowd, ze prébka ta réwnie przyczynia s do ochrony DNA komoérek TK6 przed
dziataniem reaktywnych form tlenu. Jednak w tymypeaku statystycznie istafrroznice
pomidzy poziomem uszkodzenia materialu genetycznegopapatu komdrkowego
stanowgcego probk odniesienia a stopniem uszkodzenia DNA w prepeanakamaorkowych
poddanych inkubacji z sokiem (1h) obserwuje dopiero przy najwiszym spérod
zastosowanych @ten tego soku (0,01 % v/v). Uzyskane wyniki wskazuje do ochrony
DNA przed dziataniem RFT przyczyniagstakze sok poddany ogrzewaniu za pomoc
urzadzeniaEnbioJetw temperaturze 130 °C. Zauwgao bowiem,ze zawarté¢ DNA w
ogonach komet uzyskanych dla preparatbw komorkowyaktowanych za pomac
nadtlenku wodoru i inkubowanych ze wspomgigndblg soku jest mniejsza w poréwnaniu
do ilosci DNA w ogonach komet otrzymanych dla preparatmé&kowego bdacego probk
odniesienia (traktowanego tylko za pomaoztworu HO,). Statystycznie istotne zdice
zauwaono pomedzy poziomem uszkodzenia DNA w preparacie komérkaveganowicym
probke odniesienia a stopniem uszkodzenia materialu gemeégo w preparatach
komoérkowych inkubowanych z sokiem (poddanym ogrzewaza pomog urzadzenia

EnbioJe} o stzeniu 0,005 oraz 0,01 % vi/v.
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Rysunek Il 37. Ochrona DNA ludzkich komorek limfoblastycznych TKg@rzed stresem
oksydacyjnym (wywotanym przez 50 roztwor nadtlenku wodoru) za pompsokdw otrzymanych

Z owocow aronii (oznaczonych jako KON, 1h, 130 °€diug opisu w tabeli 11l 1).

Komorki inkubowano z badanymi sokami przez okresg®lzin. Przedstawione wyniki stanawiredng z trzech
niezalenych oznaczé * SD. Analiz statystycza pomidzy stopniem ochrony DNA komoérek kontrolnych
(nietraktowanych) oraz komorek traktowanych sokaowadzono za pomgctestu t-Studenta (oznaczenia poziomu
istotngici: *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05).

Analizujgc otrzymane wyniki mzna stwierdzi, ze spdrdéd wszystkich badanych

probek sokdéw otrzymanych z owocow aronii w ngkgzym stopniu do ochrony DNA
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ludzkich komdérek limfoblastycznych TK6 przed stmeseksydacyjnym przyczyniat gisok
KON. Nieznacznie mniejszy efekt ochronny w stosudkuDNA komoérek TK6 wykazywat
sok ogrzewany za pomgairzadzeniaEnbioJet Natomiast sok poddany tradycyjnej obrobce
termicznej (1h) okazat sichront DNA komérek TK6 przed stresem oksydacyjnym w
mniejszym stopniu w poréwnaniu do ochrony materigémetycznego tych komérek przed
dziataniem RFT przez pozostate badane soki.

Podsumowujc, uzyskane wyniki wskazayj na to, ze urzdzenie EnbioJet
wykorzystupce energi mikrofalowg podczas obrobki termicznej sokow, nie wplywa w
sposob istotny na modyfikacje wtawosci biologicznych badanej prébki soku. Przeciwnie,
wydaje s¢ by¢ znacznie lepszym rozgdaniem technologicznym, xmitradycyjna metoda
obrébki termicznej. Sugerujegdbowiem,ze nawet ogrzewanie sokow w temperaturze 130 °C
za pomog tego nowoczesnego udzenia nie wptywa na wygtowanie znacgych zmian w

skfadzie zwigzkow biologicznie aktywnych.

3.8. Okralenie wplywu zawart€ci bioaktywnych fitozwgzkbw na  potencijat

przeciwutleniagcy prébek owocow aronii oraz wiciokrzewu sinego

Jak wiadomo substancjami, ktére w wielu owocachogmwych wysipuja na
najwyzszym poziomie sken s zwigzki z grupy antocyjanéw [147]. W wyniku
przeprowadzonych baflawykonanych w ramach rozprawy doktorskiej okazate, ge
fitozwigzkiem, ktory wystpuje w najwekszej ilasci (sparod zidentyfikowanych polifenoli)
w owocach i niemal wszystkich probkach produktowzynanych z owocéw aronii jest
cyjanidyno-3-galaktozyd. W przypadku owocow i pretfw otrzymanych z owocow
wiciokrzewu sinego okazatogsize zwigzkiem, ktérego zawargé w badanych probkach jest
dominupca okazat si cyjanidyno-3-glukozyd. Dlatego iepostanowiono sprawdziwptyw
zawartdci wyzej wymienionych polifenoli na catkowit aktywna¢ przeciwutleniagca
owocOw aronii i wiciokrzewu sinego oraz produktownich otrzymanych. Przyjmuje ¢si
bowiem, ze wiaciwosci przeciwutleniajce naleéag do bardzo istotnych spmd
prozdrowotnych aktywrimi tych owocdéw jagodowych [148]. Aby dokanhaweryfikacji
istnienia  zalenosci  pomkdzy stzeniem cyjanidyno-3-galaktozydu a potencjalem
przeciwutleniagcym owocow aronii uzyskane wyniki oznagazeawartdci tego zwazku dla
probek swiezych owocow skorelowano z wynikami oznatzeatkowitej aktywn@ci
przeciwutleniajcej. Analogiczne korelacje wyznaczono dla probetidamych przetwarzaniu,
a mianowicie dla prébek tych owocow pobranych né&ejkgch etapach produkcjizdmu
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okreslanego jako 4DM (wedtug opisu w tabeli Ill 1), &ia dla prébek sokow poddanych
tradycyjnej obrébce termicznej (KON, 1h — 5h) omgrzewaniu za poma@curzadzenia
EnbioJet(KON, 90 °C — 135 °C). W tym celu wyznaczono wspgtmiki korelacji Pearsona

(r). Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 111 10.

Tabela Il 10. Wartdsci liczbowe wspotczynnikéw korelacji Pearsona dlgnikéw oznaczé
zawartdci cyjanidyno-3-galaktozydu przeprowadzonych z wykstaniem techniki HPLC-DAD oraz
dla wynikdw oznacze aktywndaci przeciwutleniggcej wykonanych za pomedestow ABTS, DPPH

oraz testu z wykorzystaniem odczynnika F-C dla pkdwvocow aronii.

KORELACJA

PROBKA cyjanidyno-3-galaktozyd / cyjanidyno-3-galaktozyd / cyjanidyno-3-galaktozyd /
ABTS DPPH F-C

$wieze owoce
(1S-18S)

0,6364 0,5699

dzem
(8S, 1DM - 4DM)

sok poddany tradycyjnej
obroébce termicznej

sok ogrzewany za pomoca
urzadzenia EnbioJet 0,7791
(KON, 90 °C - 135 °C)
Kolorami oznaczonol - bardzo sjlrkorelacg (r = 0,9 + 1,0); - silgp korelacg (r = 0,7 + 0,9);
- wyskpujaca korelacg z wystpujacymi das¢ silnymi innymi wptywami (r = 0,4 + 0,7 - kordlg staly
(r=0,2+0,4) - korelagjpraktycznie nieistotn(r = 0 + 0,2).

Okazato st, ze aktywna¢ przeciwutleniajca dlaswiezych owocow aronii (1S — 8S)
jest skorelowana w piiym stopniu z zawarfcig cyjanidyno-3-galaktozydu. Me to by
dowodem na toze zwgzek ten jest jednz wielu substancji wygpujacych w owocach
aronii, ktdra mae odpowiad& za wi&ciwosci przeciwutleniggce. Tez t¢ potwierdzag
wyniki bada uzyskane podczas identyfikacji fitozmkdéw o charakterze przeciwutleniaczy
za pomog techniki wykorzystujcej zestaw HPLC/PCX.

Natomiast w przypadku prébek pobranych podczasjiyb etapéw produkcji
dzemu (8S, 1DM — 4DM) potencjat przeciwutlen@y tych prébek okazat siby¢ silnie
skorelowany ze steniem cyjanidyno-3-galaktozydu. Taki wynik sugeruje obrobka
surowca odgrywa kluczaywole w przemianach tego zgaku, z& jego due straty w trakcie
poszczegolnych  etapow  produkcji mog by¢ przyczym niskiej aktywndci
przeciwutleniajcej produktow finalnych w poréwnaniu z surowcem sgigwym.

Wiasciwosci  przeciwutleniggce probek sokéw poddanych tradycyjnej obrébce

termicznej (KON, 1h — 5h), a tai& ogrzewanych za pomparzadzeniaEnbioJet(KON, 90
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°C - 135 °C) réwnig okazaty s by¢ silnie skorelowane ze egeniem cyjanidyno-3-
galaktozydu. Oznacza tae o ile przetwarzanie sokow, zarowno jednym, jadrigim
sposobem, przyczyniacsilo spadku potencjatu przeciwutlenizggo, to jest to spowodowane
spadkiem zawartgi tego fitozwigzku w trakcie obrébki. Naky jednak pamitaé, ze
ogrzewanie soku z aronii za pomoairzadzenia EnbioJet okazato si by¢ bardziej
zachowawczym sposobem przetwarzania tradycyjna obrébka termiczna w temperaturze
100 °C.

Jak juz wspomniano wczmiej, sprawdzono rowniewptyw zawartgci cyjanidyno-3-
glukozydu na catkowit aktywna¢ przeciwutleniajca owocdw wiciokrzewu sinego oraz
probek produktéw z nich otrzymanych. W tym celu wgezono wspotczynniki  korelaciji
Pearsona dla wynikdw oznadzeawartdci cyjanidyno-3-glukozydu oraz dla rezultatow
oznaczé aktywndaci przeciwutleniajcej zarowno dlawiezych owocow ranych odmian
wiciokrzewu sinego (oznaczonych jako W, B, Z, WIR EZL, J, 44 wedtug opisu w tabeli llI
1), jak i dla sokéw otrzymanych z tych owocéw pautzh tradycyjnej obrébce termicznej
(J-KON, J-1h — J-5h) i ogrzewanych za pomaczagdzeniaEnbioJet(J-KON, J80 °C — J135

°C). Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli Il 11.

Tabela Ill 11. Wartcci liczbowe wspoétczynnikow korelacji Pearsona dlgnikow oznaczé
zawartdci cyjanidyno-3-glukozydu przeprowadzonych z wykstaniem techniki HPLC-DAD oraz
dla wynikdw oznacze aktywndaci przeciwutleniggcej wykonanych za pomedestow ABTS, DPPH

oraz testu z wykorzystaniem odczynnika F-C dla gkdlwvocow wiciokrzewu sinego.

) KORELACJA
PROBKA cyjanidyno-3-glukozyd / cyjanidyno-3-glukozyd / cyjanidyno-3-glukozyd /
ABTS DPPH F-C
Swieze owoce
(W, B, Z, WK, BR, ZL, J, 44) 0,7975 0,8333 0,8549
~ sokpoddany tradycyjnej
obrdbce termicznej 0,8280 0,7553 0,7358
o WKON b= d-8h)
sok ogrzewany za pomoca
urzadzenia EnbioJet -0,6980 -0,6858 -0,4708
(J-KON, J80 °C - J135 °C)
Kolorami oznaczonol - bardzo sjlrkorelacg (r = 0,9 + 1,0); - silgp korelacg (r = 0,7 + 0,9);
- wyskpujaca korelacg z wystpujacymi das¢ silnymi innymi wptywami (r = 0,4 + 0,7)2 - koradg staky

(r=0,2+0,4) - korelagjpraktycznie nieistotn(r = 0 + 0,2).

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzonee pomegdzy zawartécia
cyjanidyno-3-glukozydu a potencjatem przeciwutlggogm badanych probek owocéw
wiciokrzewu sinego (W, B, Z, WK, BR, ZL, J, 44) wypguje silna korelacja. Oznacza i®

fitozwigzek ten ma istotny wptyw na wéewosci biologiczne tych owocéw.
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Podobnie, silg zaleznos¢ migdzy stzeniem tego zwezku z grupy antocyjandéw a
catkowitg aktywndcia przeciwutleniajca zauwaono dla probki soku poddanego tradycyjnej
obrébce termicznej (J-KON, J-1h — J-5h). Zatem riéwmw tym przypadku, podobnie jak to
mialo miejsce dla soku otrzymanego z owocOw aromigddanego ogrzewaniu w
temperaturze 100 °C, tradycyjna metoda przetwaazg@nryczyniala si do zmniejszenia
potencjatu przeciwutleniagego kgdacego wynikiem spadku zawaéto zwigzku z grupy
antocyjanéw, obecnego w badanej probce sokuéomyego (J-KON) w najwikszej ilasci
sparod zidentyfikowanych fitozwizkdw. Tak znacznego wpltywu sposobu obrébki nie
odnotowano natomiast dla soku otrzymanego z owowdeiokrzewu sinego, poddanego
ogrzewaniu za pomaairzadzeniaEnbioJet Przypuszczalnie za taki wynik @ odpowiadéa
diugi czas przechowywania probek sokow J-KON o1&z IC — J135 °C od momentu ich
obrébki technologicznej do czasu przeprowadzeni@aczenia zawartoi fitozwigzkow (w
tym cyjanidyno-3-glukozydu) oraz potencjatu przedil@niapcego.

Na podstawie uzyskanych wynikow ima stwierdzi, ze istnieje dé¢ silna zalenos¢
pomicdzy zawartéciag antocyjandw a wikgiwosciami przeciwutleniajcymi badanych probek
produktow otrzymanych z owocow aronii oraz wiciakm sinego. Jak siwiec okazuje,
zwigzki te maj duzy wkiad w catkowig aktywnaé przeciwutleniajca badanych prébek, ale
niestety w znacznym stopniu ulegajegradacji podczas obrobki termicznej. Podobraik, |
wskazuj na to dane literaturowe, negatywny wpltyw podsaonej temperatury na zawaso
antocyjanéw, jak rownie wiasciwosci przeciwutleniaice, zauwaono w przypadku
koncentratéw otrzymanych z owocéw aronii. Inkubaeigo produktu w temperaturze 60 °C
przez okres 8 godzin przyczyniatg iowiem do zmniejszenia zawaitd antocyjanéw o 35
% oraz spadku potencjatu przeciwutlent@go o 56 % w stosunku do watowyjsciowych
[149].

Zatem podczas wyboru lub wprowadzania modyfikagfi istniegcych technologii
obrébki surowca, a tak projektowania technologii wytwarzania nowych pridw
otrzymanych na bazie owocow aronii i wiciokrzewnegjo naley uwzgkdni¢ takie warunki
przetwarzania, ktére nie powodowalyby zgloh strat fitozwgzkdw (w szczegolni
antocyjanéw) w finalnym produkcie. Takechnologi, ktéra nie wptywa na zmiany poziomu
zwigzkéw polifenolowych w trakcie obrébki termicznejone by ogrzewanie za pomec
energii mikrofalowej wykorzystywane w wdzeniuEnbioJet Uzyskane wyniki wskazuj ze
metoda ta nie powoduje znacygch strat fitozwizkdéw. Jest to znacznie lepsze rogzeinie

technologiczne w poréwnaniu do tradycyjnych techgolprzetwarzania owocow.
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Coraz szersze &gi spotecznéciowe zwracaj uwag na prowadzenie tzw. zdrowego
stylu zycia, ktérego jednym z kluczowych elementéw jestéeitva dieta, dostarczgja
organizmowi zaréwno niezdnych substancji dgwczych, jak i nieodywczych.
Szczegoblnego znaczenia w tym zakresie nabnatnos¢ bogata w fitozwdzki, o ktorych
wiadomo,ze charakteryzugj sic wtasciwosciami prozdrowotnymi [150]. Wykorzystanie tych
naturalnych substancji jest w chwili obecnej domina tendenci w swiatowej produkciji
zywnosci funkcjonalnej, ktérej sklad ma korzystnie wphdvaa stan zdrowia cziowieka.
Ponadto, odchodzi gijuz od suplementacji, poniewanajkorzystniejsze dla organizmu w
Swietle ostatnich badgjest spaywanie sktadnikow diety w naturalnej postaci [13jadzie
si¢ rowniez nacisk na prowadzenie badaad skiadem i warfgia odzywcza nowych
wyrobow oraz ich uzasadnionyaywieniowo whczaniem do diety. Wiadomo jednake
przetworstwo mge przyczynid sie do czsciowego zniszczenia zgikow o wigciwosciach
prozdrowotnych albo tedo mato efektywnego ich odzysku z surowca. Zotezny jest
dobor takich warunkéw obrobki technologicznej, dmhcowy produkt miat jak najmniej
zmieniony skiad prozdrowotnych substancji obecnycurowcu wygciowym [152].

Bardzo ciekawym materiatem badawczyinosvoce aronii oraz wiciokrzewu sinego.
Krzewy aronii § w Polsce uprawiane od lat, a jej owoce stagosvddio fitozwigzkow
(gtébwnie antocyjanéw) o udokumentowanych $glavosciach prozdrowotnych [24].
Wiciokrzew siny rownie maze by uprawiany w naszym klimacie na szegakak. Ponadto,
przypuszcza gj ze zwigzki obecne w jego owocach mpwykazywa& zblizone aktywnéci
biologiczne do substancji wygtujacych w owocach aronii. Kolegnwspolrg cechy obu
owocOw jest toze spaywa Sk je przewanie dopiero po przetworzeniu — w postaci sokow,
dzemow itp. Potencjalne korggi zrowotne spowodowahye w ramach prac zezanych z
realizacy rozprawy doktorskiej podfo badania mage na celu przede wszystkim
sprawdzenie wplywu sposobu przetwarzania na sktadasciwosci biologiczne owocow
aronii oraz wiciokrzewu sinego, ponieizvaa ten temat w literaturzaviatowej dos¢pnych
jest jeszcze bardzo mato danych. Badania te miaky&skilku celom:

1. Wskazaniu technologii, ktora zapewni #iwos¢ zachowania cennych skiadnikow
owocOw aronii i wiciokrzewu sinego w wyrobach fingth.

2. Dostarczeniu informacji pomocnych w opracowaniu nehwproduktéw spiywczych na
bazie owocéw aronii i wiciokrzewu sinego, co zaoprzyczynt sic do rozszerzenia

oferty lokalnych producentow przetworow owocowych.
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3. Dostarczeniu podstaw naukowych, uiiwiajagcych producentom odpowiednich
produktowzywnosciowych (np. sokéw, zemdw) otrzymanych na bazie owocow aronii i
wiciokrzewu sinego, zamieszczanieswiadczeé zywieniowych i zdrowotnych na
etykietach produktow, podnagz tym samym konkurencyjdé oferty. (Gwiadczenia
takie, wedtug Rozposzizenia Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 2drga 2006
r., powinny znal&¢ sic na wprowadzanych na rynek produktach dla zapewaign.)
wysokiego poziomu ochrony konsumentéw i utatwiemawyboru (...)".)

4. Zackeceniu plantatoréw do pogliia uprawy rélin o cennej zawartei fitozwigzkow, a
w szczegolnéci wiciokrzewu sinego, ktérego uprawa jeszcze ag jozpowszechniona
w naszym kraju.

Wyniki przeprowadzonych bafda dostarczyly szeregu informacji 0 znaczeniu
technologicznym w kontékie dziatania biologicznego.

1. W przypadkuswiezych owocow aronii stwierdzonae:

— fitozwigzkiem, ktéry wystpuje w najwekszej ilgci (sparod zidentyfikowanych
substancji) w tych owocach jest cyjanidyno-3-gadaitl; dé¢ duza okazuje si by¢
réwniez zawarté¢ kwasu chlorogenowego,

— za wysoki potencjat przeciwutlensgy odpowiedzialne s w gtébwnej mierze
antocyjany (a w szczegolfw cyjanidyno-3-galaktozyd) oraz kwas chlorogenawy
jego pochodna,

— zwigzki zawarte w tych owocach mggvzmaga dziatanie czynnikdw wywotggych
stres oksydacyjny w komaorkach eukariotycznych.

2. W przypadkuswiezych owocéw wiciokrzewu sinego wykazarie;

— bioaktywry substangj, ktéra wys¢puje w tych owocach na najggzym poziomie
stezen (wsrdd zidentyfikowanych fitozvazkéw) jest cyjanidyno-3-glukozyd oraz
kwas chlorogenowy,

— za wysolg calkowis aktywna¢ przeciwutleniajca odpowiedzialne $ przede
wszystkim wspomniane dwa zygki wystpujace w tych owocach,

— substancje obecne w tych owocach grajolng¢ ochrony komorek eukariotycznych
przed stresem oksydacyjnym,

— odmiany, ktérej owoce charakteryzyjsie najkorzystniejszymi wikciwosciami
biologicznymi okazata siby¢ odmiana ,Jolanta”.

3. Na przykitadzie probek pobranych podczas kolejnyepdv produkcji demu z owocow

aronii udowodnionoze:
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— obrébka termiczna wywotuje da straty fitozwazkbw o charakterze
przeciwutleniaczy.

4. W przypadku prébek sokéw otrzymanych z owocOw aromiiciokrzewu sinego, dla
ktorych przéledzono wpltyw temperatury, a takczasu ogrzewania, stwierdzone;

- tradycyjny spos6b ogrzewania (w temperaturze 100pt€yczynia sj do znacznej
utraty antocyjanOw stanogdych najwaniejszy grupe fitozwigzkdw wystpujacych
w tych sokach, co pogga za solprowniez spadek potencjatu przeciwutlenjeggo,

— sktadniki soku otrzymanego z owocéw aronii, poddmndradycyjnej metodzie
obrébki termicznej przez okres 1 godziny, w mnigjszstopniu przyczyniaty sido
ochrony komorek eukariotycznych przed stresem aksyjdym ni zwigzki zawarte
w soku nieogrzewanym.

5. W przypadku nowoczesnej technologii konserwacji 6sokza pomog urzadzenia

EnbioJetwykazanoze:

— ogrzewanie za pomacenergii mikrofalowej przyczynia &ido wystpowania
mniejszych  strat antocyjanbw oraz  mniejszego  spadkmtasciwosci
przeciwutleniggcych sokow w poréwnaniu do tradycyjnej obrébki texanej,

— substancje obecne w soku przetwarzanym za pgriepdechnologii maj zdolng¢
ochrony komérek eukariotycznych przed stresem aksyjdym w wekszym stopniu
niz zwigzki wystpujace w soku poddanym tradycyjnej obrébce termicze),
wykazano na przyktadzie soku otrzymanego z owoa@nia
Ze wzgkdu na istotny wptyw temperatury na przemiany sktpchfilu fitozwigzkow

0 korzystnych wiéciwosciach prozdrowotnych w owocach aronii oraz wici@wr sinego
bardzo wanym aspektem stajegsopdpowiedni dobor warunkdw przetwarzania tych oweaco
tzn. takich, ktdre powodygjjak najmniejsze straty substancji bioaktywnychog@nowag
technology obrobki termicznej, ktéra nie powoduje zngoych, niekorzystnych zmian sktadu
tych zwihzkow jest omawiana w ramach rozprawy doktorskiehtmlogia wykorzystuca
urzadzenieEnbioJet Wydaje s¢ by¢ ona doskonatym rozwzaniem stdgcym konserwacji
oraz zapewnieniu bezpiegdwa mikrobiologicznego nie tylko w przypadku sokow
otrzymanych z owocow jagodowych, lecz #akinnych sokéw owocowych. Dlategozte
szczegolnie ciekawym kierunkiem badaaukowych mog st& sie dalsze prace gwigcone
zagadnieniu procesu sterylizacji/pasteryzacji sokdmocowych, w tym réwnie sokow
otrzymanych z owocéw jagodowych, za pomowspomnianego ugrdzenia w celu
dostarczenia kolejnych, cennych informacji pomoénpodczas udoskonalania technologii
przetworstwa tych artykutow sppwczych.
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W tym miejscu trzeba #epodkrslié, ze kolejne prace eksperymentalne warto bytoby
ukierunkowa réwniez na dalsze badania nad aktyweciami biologicznymi owocéw oraz
produktow otrzymanych z owocOw aronii i wiciokrzewumego. Szczegoblnie godne uwagi s
owoce wiciokrzewu sinego,¢tigce do tej pory przedmiotem stosunkowo niewielu hada
naukowych. Poza tym owoce te maoskonate walory smakowe, zatem mogtyby¢ stia
popularnym skiladnikiem diety, po ktéry konsumenigigaliby clketniej niz to sk obecnie

dzieje w przypadku owocow aronii o charakterystyearcierpkim smaku.
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V STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

W ostatnich latach coraz gkisza uwag przywigzuje s¢ do poszukiwania naturalnych
sktadnikéw diety, ktérych regularne spovanie mae mie znaczenie dla ochrony organizmu
ludzkiego przed rnymi chorobami. Wysokimi wikiwosciami prozdrowotnymi
charakteryzyj sic owoce bogate w antocyjany, do ktorych nmalem.in. aronia
czarnoowocowaAronia melanocarpgMichx.) Elliott) i wiciokrzew siny [onicera caerulea
L.), zwany take jagod kamczack. Naleza one do sktadnikow diety o dym potencjale
przeciwutleniagcym. Owoce charakteryzige s¢ wysokim poziomem zawardoi substanciji
bioaktywnych ciesg sie zainteresowaniem przemystu spwczego. Jednale w trakcie
procesow przerobu i przetworstwa owocow fitogaid o wiasciwosciach prozdrowotnych
mog ulega czesciowemu zniszczeniu lub Bymato efektywnie odzyskiwane z surowca.
Zatem wane jest zapewnienie takich warunkow obrébki, ktare wptywatyby na
wystepowanie znacgych zmian w sktadzie fitokompleksu surowcag 2nysla podgto prace
majce na celu okigenie wptywu sposobu przetwarzania na skiad senaosci biologiczne
owocOw aronii i wiciokrzewu sinego.

Badaniami olgjto probki swiezych owocow aronii oraz wiciokrzewu sinego, prébki
pobrane podczas kolejnych etapdéw otrzymywarients z owocéw aronii, a ta& probki
sokoéw z owocow aronii i wiciokrzewu sinego, poddaredycyjnej obrébce termicznej w
temperaturze 100 °C oraz ogrzewane za pgmukrofalowego sterylizatora przeptywowego
EnbioJet

Przeprowadzono badania polegg na oznaczeniu zawastd fitozwigzkow,
oznaczeniu catkowitej aktywho przeciwutleniggcej, okrdleniu profilu przeciwutleniaczy,
przeprowadzeniu analizy mikrobiologicznej sokéw zmyvanych za poma@curzadzenia
EnbioJet sprawdzeniu zdolrgai wybranych prébek owocow do ochrony komorek TKéeol
stresem oksydacyjnym.

Otrzymane wyniki pokazgj ze istotny wkiad do catkowitej aktywaoi
przeciwutleniajcej probek owocéw aronii oraz wiciokrzewu sinegojarawiazki z grupy
antocyjanéw oraz kwas chlorogenowy i jego pochodPadczas badazauwaono take
istotny wplyw temperatury procesu przetwarzaniazavartd¢ fitozwigzkow (zwtaszcza
antocyjanéw) o korzystnych widawosciach prozdrowotnych w badanych owocach.
Uzyskane wyniki sugergj ze ogrzewanie sokéw z aronii oraz wiciokrzewu sineg@omog
urzadzenia EnbioJet jest procesem bardziej zachowawczym w poréwnanitradycyjry
obréblg termiczry w temperaturze 100 °C. Stosunkowo niewielkie zipiahserwowano w

sktadzie i zawart@i bioaktywnych fitozwazkéw; zachowane zostaty zewtasciwosci
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biologiczne badanych sokéw. Wykorzystane wwdadczeniach ugzenie okazato siby¢
rowniez skutecznym sposobem eliminacji mikroorganizmow addnych prébkach. Moa
zatem oczekiwg ze technologia przetwarzania z wykorzystaniem midmfego
sterylizatora przeptywowegBinbioJetokaze st by¢ rowniez zachowawczym procesem dla
sokow otrzymanych z innych owocow znite, ktére zostaly iyte w obecnych

doswiadczeniach.
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VI STRESZCZENIE W J EZYKU ANGIELSKIM

Recently, prevention of various diseases by dietaegns havecome a hot field of
research. AroniaAronia melanocarpgMichx.) Elliott) and blueberry honeysucklegnicera
caeruleal.), have received much attention in this reganding to their high antioxidant
potential attributed to polyphenolic compounds, mhaianthocyanins. Such beneficial
properties of these fruits provide health-promotapgions for food industry. It is expected,
however, that processing may influence the anthwogacontent of final aronia and
blueberry honeysuckle products reaching consuniéat is why, it is required from modern
food processing technologies that such compourgsatrlost. With that in mind, this study
aimed at determining how processing influences gdwyolic composition and biological
activity of aronia and blueberry honeysuckle.

The analyzed samples included fresh fruits, samguscted during subsequent steps
of aronia jam production, aronia and blueberry lysnekle juices submitted to conventional
thermal processing (at the temperature of 100 f@d)reated with microwave flow sterylizer
EnbioJet

The parameters examined included the quantitatigerchinations of bioactive
phytochemicals, total antioxidant activity, changegrofiles of antioxidants, inactivation of
microorganisms (in the case of juices heated WithioJej, verification of protective effect
of selected samples of fruits against oxidativesstrin the TK6 human lymphoblastoid cell
line.

The obtained results show that the total antioXidaetivity of examined samples
depends on the presence of anthocyanin and thertarftchlorogenic acid and its derivative.
It was concluded that the high temperature usetbad processing leads to a significant
degradation of phytochemicals (mainly anthocyanii$)e results also suggested that the
thermal preservation with microwave flow steriliZBnbioJe} is superior to the conventional
thermal processing technology (at 100 °C) with reégao the conservation of bioactive
polyphenols and biological activity. Moreover, itasv revealed the compact sterilizer
(EnbioJej used in experiments, proves to be very effeaiveliminating all microorganisms
thus guarantees a high quality product without poigntial risks to human health. It can be
expected that conclusions with regards to microwfaowe sterilizer will hold true for other

fruits rich in bioactive phytochemicals.
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