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STRESZCZENIE

Celem projektu byla proba znalezienia zaleznoSci pomiedzy sktadem
bioaktywnych fitozwigzkow a aktywnoScig biologiczng dla wybranych roslin jadalnych.
Do badan wykorzystane zostaty pary owocow lub warzyw nalezace do tego samego
gatunku, ale rdéznigce si¢ zasadniczo zawartoScig okreSlonych grup zwigzkow
o wysokim potencjale biologicznym. Byly to nastgpujace odmiany roSlin jadalnych:
z6Mta, pomaraficzcowa 1 czerwona opuncja figowa, bialy i czerwony burak, zéita
i czerwona malina, biale i czerwone winogrona, biata i czarna morwa, biata, czerwona
1 czarna porzeczka, biata 1 czerwona kapusta oraz bialy i fioletowy kalafior, zawierajace
lub nie fitozwiazki z grupy odpowiednio betalain lub antocyjanéw. Zatozono, ze roSliny
nalezace do tego samego gatunku beda si¢ charakteryzowaly podobng matrycg roSlinng
1 poprzez poréwnanie odmian bgdzie mozna wnioskowac o roli réznigcego je sktadnika
dla wykazywanej przez dang roS§ling aktywnoSci biologiczne;j.

Ocenione zostaly wlaSciwoSci biochemiczne w systemach bezkomoérkowych
1 biologiczne w hodowli komérkowej, uznawane za wskazujace na chemoprewencyjny
potencjat, a zatem takze mozliwoS¢ wykorzystania danego sktadnika zywnoSci
w profilaktyce choréb cywilizacyjnych. Na podstawie wynikéw badafi podjeto probe
okreSlenia zaleznoSci pomigdzy sktadem chemicznym a aktywnoScig biologiczng
badanych roslin. Wykazano, ze w przeciwienstwie do badafi prowadzonych z uzyciem
wyizolowanych fitozwigzkéow, w przypadku rzeczywistych pokarméw roSlinnych
nie istnieje prosta zalezno$S¢ pomiedzy zawartoScig sktadnika aktywnego a efektem
biologicznym. Poznanie interakcji pomiedzy réznymi sktadnikami wptywajacymi
na koncowe dziatanie zdrowotne ma bardzo duze znaczenie tak dla formulowania
rekomendacji zywieniowych, jak 1 w projektowaniu zywnoSci funkcjonalnej

oraz skutecznych suplementéw diety.
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ABSTRACT

The aim of this project was the attempt to find the relationship between
the composition of bioactive phytochemicals and biological activity for selected edible
plants. For this purpose, pairs of fruits or vegetables belonging to the same species but
with different content of selected phytochemicals exhibiting high biological potential,
were chosen. The following pairs of plants were used: yellow, orange and red prickly
pear, white and red beetroot, yellow and red raspberry, white and red grapes, white
and black mulberry, white, red and black currant, white and red cabbage and white
and purple cauliflower, that did or did not contain compounds from betalain
or anthocyanin group, respectively. It was assumed that plants belonging to the same
species would be characterized by a similar plant matrix and by comparing such
varieties, the role of bioactive phytochemicals in the biological activity of tested plants
can be assessed.

Biochemical and biological activities, recognized as representative
of chemopreventive properties exhibited by studied plants, were tested. Based on
the results of this research, the attempt to find the relationship between the chemical
composition and the biological activity of tested plants has been made. The results
showed that in contrast to purified bioactive phytochemicals, in the case of actual plant
foods, no simple relationship occurs. Understanding the interactions between different
food components, which affect their biological activity is very important so as
to formulate dietary recommendations, as well as in the design of functional foods

and effective dietary supplements.
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WYKAZ SKROTOW I AKRONIMOW
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I. CEL I ZAKRES PRACY

Raport Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, 2014) pokazat, ze tzw. choroby
cywilizacyjne, do ktorych zaliczane sa m.in. choroby ukfadu krazenia, nowotwory
czy cukrzyca typu 2, stanowig obecnie bezpoSrednig przyczyne ponad 50 % wszystkich
zgonéw na Swiecie (Health Statistics, 2009). Badania ostatnich 20 lat dowiodty,
ze sposob odzywiania, a przede wszystkim iloS¢ spozywanych pokarméw roSlinnych,
ma kluczowe znaczenie dla rozwoju tych schorzefi (Cooke i in., 2005; Dudley i in.,
2008). Chemoprewencyjne dziatanie warzyw 1 owocOw kojarzone jest obecnie przede
wszystkim ze zdolnoScia obecnych w nich bioaktywnych fitozwigzkow
do przeciwdziatania stresowi oksydacyjnemu, ktéry obserwowany jest u 0s6b
dotknigtych wymienionymi schorzeniami. Od czasu odkrycia roli przeciwutleniaczy
w przeciwdzialaniu chorobom powigzanym ze stresem oksydacyjnym panuje
przekonanie, ze ciemne odmiany owocOw 1 warzyw, bogate w barwniki z grupy
antocyjanow, betalain czy karotenoidow sa zdrowsze od odmian jasnych,
pozbawionych tych substancji. Jednakze dostepne sa wyniki badafi dowodzace, ze jasne
odmiany réwniez mogga wykazywaé aktywnoS¢ biologiczng.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto poréwnanie potencjatu prozdrowotnego
odmian roSlin jadalnych o réznej pigmentacji oraz poszukiwanie zaleznoSci migdzy
sktadem bioaktywnych fitozwigzkéw a aktywnoScig biologiczng tych ro§lin i1 préba
wnioskowania na tej podstawie o czynnikach decydujacych o ich potencjale
prozdrowotnym.

Poréwnywanie = zawartoSci zwigzkow  bioaktywnych oraz aktywnoSci
biologicznej réznokolorowych odmian owocéw 1 warzyw nie jest podejSciem zupetnie
nowym, gdyz w literaturze czesto spotykane sa publikacje poSwigcone réznym
odmianom danej ro§liny. Zazwyczaj jednak prace te majg ograniczony zakres i skupiaja
si¢ na porOwnaniu sktadu znanych fitozwigzkow bioaktywnych oraz aktywnosSci
przeciwutleniajgcej (Maittd 1 in., 2001; Zhou 1 in., 2007; Cejudo-Bastante i in., 2014).
Znacznie rzadziej zdarzaja si¢ publikacje, w ktorych badacze zajeli si¢ problemem
bardziej kompleksowo, szukajac powigzan miedzy zawartoScig zwigzkow
bioaktywnych, a aktywnoScig biologiczng badanych odmian z wykorzystaniem réznych
testow sluzacych oznaczeniu aktywnoSci istotnych dla profilaktyki chordb

cywilizacyjnych (Shon i in., 2004; Kim i in., 2011; Garcia-Lafuente i in., 2014).
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W badaniach prowadzonych przeze mnie w ramach projektu doktorskiego
wykorzystatam pary owocow lub warzyw nalezace do tego samego gatunku,
ale r6znigce si¢ zasadniczo zawartoScig okreSlonych grup zwigzkéw o wysokim
potencjale biologicznym. Do badafi wybrano nastgpujace roSliny jadalne: zoita
pomaraficzowa, i czerwona odmiana opuncji figowej, biata 1 czerwona odmiana buraka,
z6Mta 1 czerwona odmiana maliny, biala i czerwona odmiana winogron, biata i czarna
odmiana morwy, biata, czerwona i czarna odmiana porzeczki, biafa i czerwona odmiana
kapusty oraz biata i fioletowa odmiana kalafiora, zawierajace lub nie fitozwigzki
z grupy odpowiednio betalain lub antocyjandw.

W ramach badah poréwnana zostala zawarto§¢ substancji odzywczych
w badanych parach owocéw i1 warzyw (zawarto§¢ cukréw, biatka, ttuszczu, wody,
oraz witaminy C), jak rowniez wykonane zostaly profile biologicznie aktywnych
metabolitow wtérnych z grupy antocyjanéw 1 betalain oraz glukozynolanow
wraz z produktami ich rozpadu. Przeprowadzono réwniez ocen¢ nastgpujacych
wlaSciwoSci  biologicznych o  potencjalnym  dziataniu chemoprewencyjnym
w systemach bezkomoérkowych 1 modelu ludzkiej linii nowotworowej HT29 w hodowli
komoérkowe;:

» aktywnoSc¢ przeciwutleniajaca,
» wpltyw na wzrost komérek eukariotycznych,
» aktywno$¢ mutagenna,
» dziatanie genotoksyczne oraz zdolno$¢ do ochrony DNA przed uszkodzeniami
indukowanymi przez stres oksydacyjny
» zdolno$¢ do stymulacji/inhibicji wybranych aktywnoS$ci enzymatycznych.
Wyniki przeprowadzonych badan wykorzystano do proby powigzania aktywnoSci

biologicznych wykazywanych przez badane odmiany ro§lin z ich sktadem chemicznym.
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II. CZESC TEORETYCZNA

I1.1. Zagrozenie chorobami cywilizacyjnymi

W ciagu ostatnich kilku dekad przewlekte choroby niezakazne, nazywane rowniez
cywilizacyjnymi, wyprzedzily choroby zakazne, stajac si¢ gléwna przyczyng zgonow
w wiekszoSci krajow na Swiecie. Jako wyjasnienie tego zjawiska najczeSciej wskazuje
si¢ nie tylko na postepujacy rozwdj medycyny, ktdry pozwolit skuteczniej zwalczaé
choroby infekcyjne, ale réwniez na niekorzystne zmiany w trybie zycia isposobie
odzywiania wiekszoSci  spoleczenstw (WHO, 2014). Pod pojeciem choréb
cywilizacyjnych kryja si¢ takie schorzenia jak cukrzyca typu 2, otyto$¢, udar mézgu,
choroby uktadu krazenia (nadciSnienie tg¢tnicze, choroba wieficowa, zawal serca,
miazdzyca), przewlekte choroby uktadu oddechowego (astma oskrzelowa, gruzlica),
alergie, kamica nerkowa, osteoporoza, AIDS, choroby psychiczne oraz nowotwory
(WHO, 2014). Do ich rozwoju przyczyniaja si¢ przede wszystkim osiadly tryb zycia,
zte nawyki zywieniowe, palenie papieroséw czy naduzywanie alkoholu (Alemanno
1in., 2013). W zwiazku z charakterem czynnikOw sprzyjajacych rozwojowi tych choréb
mozna podejrzewac, ze profilaktyka w ich przypadku powinna by¢ bardzo skuteczna.

Choroby cywilizacyjne do niedawna kojarzone byly gléwnie z krajami
wysokorozwinigtymi, jednakze w ostatnich latach staly si¢ gtéwna przyczyna
przedwczesnych zgondéw rowniez w krajach rozwijajacych si¢ (Nugent, 2008).
Niezdrowy tryb zycia przestal by¢ zalezny od poziomu dochodéw. W krajach
biedniejszych obserwuje si¢ znang wczeSniej z rejondw 0 wysokim poziomie rozwoju
cywilizacyjnego zmian¢ sposobu odzywiania (ang. nutrition transition), w wyniku
ktorej spoteczefistwo zaczyna spozywal wigcej ttuszczu, soli, cukru, produktow
wysokoprzetworzonych 1 mniej btonnika, co znacznie zwigksza zagrozenie chorobami
cywilizacyjnymi (Popkin i1 Nielsen, 1993). Powodem takiego stanu rzeczy jest
przystgpna cena i powszechna dostepnoS¢ produktow zywnoSciowych niskiej jakoSci,
wysokoprzetworzonych, aprzy tym wysokokalorycznych, przez co staly si¢ one
preferencyjnym wyborem ludzi o Srednich 1 niskich dochodach (Popkin, 2003).

W 2014 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) opublikowata raport ,,Global
Status Report on Noncommunicable Diseases 2014”, w ktérym wykazata, ze choroby
cywilizacyjne stanowia jedno z najwigkszych wyzwan XXI wieku (WHO, 2014).

Rysunek 1 przedstawia prawdopodobienstwo zgonu w wyniku choréb cywilizacyjnych
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w roznych regionach S§wiata szacowane na podstawie danych z 2012 roku. Zgodnie
z przewidywaniami, najwickszego zagrozenia zwigzanego ztymi chorobami mozna
oczekiwac w krajach bytego Zwigzku Radzieckiego, Indiach, Gujanie, Indonezji, Nowej
Gwinei i Republice Potudniowej Afryki. Natomiast stosunkowo niskiego w krajach

Ameryki Pétnocnej, Europie Zachodniej i Srodkowej oraz Australii (WHO, 2014).

Probability of dying from four main NCDs* (%)

<5 M :>»
[RERE [ Data not available
[ 20-24 ] Not applicable

* Cardiovascular diseases, cancer, chronic respiratory diseases and diabetes  poder

Rys. 1. Prawdopodobiefistwo zgonu z powodu jednej z czterech najpowszechniejszych choréb
cywilizacyjnych (choréb uktadu krazenia, nowotwordéw, chronicznych choréb uktadu
oddechowego i cukrzycy) oséb w wieku 30-70 lat szacowane na podstawie danych z 2012 roku
(zr6dto WHO 2014).

Wedtug danych statystycznych, zgromadzonych przez WHO w 2012 r. z 56 mln
odnotowanych zgonéw az 38 mln bylo spowodowanych chorobami cywilizacyjnymi,
co stanowito o 7 mln przypadkéw wigcej niz w roku 2000. Jesli takie tempo utrzyma si¢
to prognozy wskazuja, ze w roku 2030 liczba zgonéw spowodowanych tymi chorobami
moze 0siaggna¢ poziom 52 min. Wedtug danych z 2012 roku 46,2 % wszystkich zgonoéw
w wyniku choréb cywilizacyjnych stanowily te spowodowane chorobami uktadu
krazenia, 21,7 % - nowotworami, 10,7 % - chorobami uktadu oddechowego i 4 % -
cukrzyca typu 2 (WHO, 2014).

W krajach europejskich, gtéwna przyczyna przedwczesnych zgondéw sg choroby
ukfadu krazenia oraz nowotwory. Uwaza si¢, ze wystgpowanie tych chordb jest Scisle
uzaleznione od czynnikéw dietetycznych (WHO, 2014). Na rysunku 2 poréwnano
liczbe zgonéw wsréd mezczyzn 1 kobiet w Europie spowodowanych chorobami uktadu
krazenia. Zar6wno wsréd mezczyzn, jak 1 wsrdd kobiet, zdecydowanie najbardziej
zagrozeni s3 mieszkaficy krajow Europy Srodkowo-Wschodniej, a najmniej mieszkancy
krajéw skandynawskich oraz obszaru Morza Srédziemnego (Health Statistics, 2009).

Jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za taki stan rzeczy, poza lepiej rozwinigta
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medycyng, moze by¢ w tym drugim przypadku tzw. dieta Srddziemnomorska, ktdra jest
obecnie uwazana zajeden z najzdrowszych 1inajlepiej zbilansowanych sposobow

odzywiania na Swiecie (De Longeril i in., 1999; Dinu i in., 2017).

15.1. Diseases of the circulatory system Standardised death rates per 100,000 inhabitants men, 2002-2004, NUTS 2 5.2 Diseases of the cir tem Standardised death rates per 100,000 inhabitants women, 2002-2004, NUTS 2

A B

Rys. 2. Liczba zgonéw spowodowanych chorobami uktadu krazenia w Europie u me¢zczyzn (A)
i kobiet (B) (Zrédto: Health Statistics, 2009).

Podobng tendencj¢ jak w przypadku SmiertelnoSci z powodu choréb uktadu
krazenia obserwuje si¢ takze dla nowotworéw (Rys. 3). Réwniez w tym przypadku
najwiecksze zagrozenie wystepuje w krajach Europy Srodkowo-Wschodniej,
a najmniejsze w krajach skandynawskich oraz w krajach basenu Morza Srodziemnego
(Health Statistics, 2009). Niestety w przeciwienstwie do spadkowej tendencji
zagrozenia chorobami sercowo-naczyniowymi, w przypadku ktérych dostgpne sa
zarbwno zywieniowe strategie profilaktyczne, jak 1 skuteczne leki, problem
nowotworow poglebia si¢ z roku na rok. Corocznie na Swiecie z tej przyczyny notuje
si¢ prawie 7 mln zgonéw. Przewiduje si¢, ze do 2030 roku liczba ta w Europie moze
wzrosng¢ nawet do 11 min (Health Statistics, 2009). Problem rosnacej zapadalnoSci
na choroby nowotworowe stat si¢ na tyle istotny w skali europejskiej, ze Komisja
Europejska zalecita podjecie zdecydowanych dziatan prowadzacych do zmniejszenia
zachorowalnosci na te choroby o 15 % do 2020 roku (Jelenc i in., 2012).

Kolejnym schorzeniem zaliczanym do grona choréb cywilizacyjnych, jeszcze
silniej powigzanym ze sposobem odzywania, jest cukrzyca typu 2 (van Dam 1 in.,
2002). Ryzyko zachorowania w tym przypadku zwigksza si¢ wraz z wiekiem, chociaz

w ostatnich latach, na cukrzyce coraz czeSciej zapadaja ludzie miodzi. Wedtug
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szacunkow WHO, obecnie na Swiecie na cukrzyce typu 11 2 cierpi okoto 175 milionéw
ludzi, a w roku 2025 liczba ta wzro$nie do okoto 350 milionéw, co oznacza Swiatowa
epidemie. W Polsce na cukrzyce chorych jest okolo 2 miliony oséb, a International
Diabetic Fund sugeruje, ze liczba ta do roku 2025 wzroSnie o 10-15 % (Health
Statistics, 2009).

9.1. All malignant neoplasms Standardised death rates per 100,000 inhabitants men, 2002-2004, NUTS 2 9.2. All malignant neoplasms Standardised death rates per 100,000 inhabitants women, 2002-2004, NUTS 2

A B

Rys. 3. Liczba zgonéw spowodowanych nowotworami w Europie u me¢zczyzn (A) i kobiet (B)
(zrédto: Health Statistics, 2009).

W zwigzku z ogromnym ryzykiem jakie niosg ze soba choroby cywilizacyjne,
w 2013 roku Komisja Europejska we wspolpracy ze Swiatowq Organizacja Zdrowia
zainicjowaly projekt ,,Zmniejszenie zachorowalnoSci iumieralnoSci na przewlekle
choroby niezakazne” (ang. ,Integrated Survivaleance of Non-communicable Diseases”),
ktorego celem jest gromadzenie danych statystycznych dotyczacych zdiagnozowanych
przypadkéw choréb cywilizacyjnych w Europie oraz stworzenie rekomendacji,
ktore uSwiadomig spoleczenstwom zagrozenia jakie niosg ze sobg te choroby, ale takze

mozliwoSci zapobiegania ich rozwojowi (WHO, 2014).

I1.2. Stres oksydacyjny w etiologii choréb cywilizacyjnych

Dane statystyczne nie pozostawiajga watpliwosci, ze choroby cywilizacyjne staty
si¢ problemem spofecznym, a ich leczenie bedzie stanowi¢ coraz wieksze obcigzenie
dla budzetéw prywatnych 1 pafistwowych (WHO, 2014). Sa to jednak choroby,

w przypadku ktérych jak wspomniano dziatania profilaktyczne moga by¢ bardzo
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skuteczne. Jednakze proby zapobiegania epidemii choréb cywilizacyjnych moga by¢
uwieficzone sukcesem pod warunkiem, ze poznane zostang molekularne mechanizmy
lezace u ich podtoza (Furukawa 1 in., 2017). Wyniki szeroko zakrojonych,
prowadzonych od wielu lat badan, majacych nacelu ustalenie tych mechanizméw
wskazaty, ze wspélnym zjawiskiem obserwowanym w przypadku tych wszystkich
dolegliwosci jest tzw. stres oksydacyjny (Furukawa i in., 2017; Li i in., 2016; Siti i in.,
2015; Young-Woong i Byzova, 2014; Russo, 2007; Kayama i in., 2015; Popolo i in.,
2013). Definicja stresu oksydacyjnego wprowadzona przez Helmuta Siesa
z Uniwersytetu w Diisseldorfie méwi o ,,zaburzeniu réwnowagi prooksydacyjno-
antyoksydacyjnej w kierunku reakcji utleniania” (Sies, 1985). R6wnowaga ta nazywana
jest obecnie homeostazag redoksowa 1imoze ona zostaC zaburzona zaréwno
przez nadmiar reaktywnych form tlenu (RFT), ktérych poziom przekracza zdolnoSci
obronne endo- iegzogennych przeciwutleniaczy oraz enzymatycznych systemow
antyoksydacyjnych obecnych w organizmie czlowieka. Jednakze réwniez nadmiar
przeciwutleniaczy, ktére powoduja przesuniecie stanu rownowagi w stron¢ reakcji
redukcji nie jest korzystny ze zdrowotnego punktu widzenia. Stan taki nazywany jest
stanem stresu redukcyjnego (ang. reductive stress), (Korge i in., 2015). Oba stany
zaburzenia homeostazy redoksowej moga mie¢ szkodliwy wptyw na dobrostan
organizmu. Mimo wielu przestanek Swiadczacych o udziale stresu oksydacyjnego
w przebiegu wielu choréb, do tej pory nie udalo si¢ jednoznacznie ustali¢ jego roli
(Furukawa, 1 in. 2017). Istnieje kilka hipotez méwiacych o tym, ze moze by¢ on albo
przyczyna albo skutkiem choréb cywilizacyjnych. WigkszoS¢ badaczy sktania sie
jednak ku pierwszej hipotezie wskazujac przy tym na inne czynniki zwiekszajace
zagrozenie (Furukawa i in., 2017; Li 1 in., 2016; Siti i in., 2015; Young-Woong
i Byzova, 2014; Russo, 2007). Przyktadowo, prowadzone od wielu lat badania
wskazaty, ze wptyw stresu oksydacyjnego na rozwdj choréb uktadu krazenia jest
modyfikowany przez wiele czynnikow Srodowiskowych, takich
jak hipercholesterolemia, nadci$nienie, palenie papieroséw, cukrzyca, uboga dieta,
stres, brak aktywnoSci fizycznej (Bahorun 1 in., 2006; Chatterjee 1 in., 2007; Ceriello
2008; Popolo i in., 2013). Wyniki badan epidemiologicznych udowodnity takze istotny
wplyw RFT na utlenianie lipidow, ktére w rezultacie tworzg tzw. blaszk¢ miazdzycowa
odktadajaca si¢ w naczyniach krwiono$nych zaburzajac ich droznos§¢, a w konsekwencji
podwyzszajac ciSnienie krwi prowadza do rozwoju innych standéw patologicznych,

np. zawalu mieSnia sercowego (Droge, 2002; Bahorun 1 in., 2006; Chatterjee 1 in., 2007,
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Ceriello, 2008). Innym potwierdzonym badaniami, negatywnym skutkiem stresu
oksydacyjnego jest wywotanie stanu chronicznego zapalenie naczyn krwionoSnych,
ktory rowniez prowadzi do nadciSnienia i przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy (Siti
1in., 2015).

Dzigki poznaniu mechanizméw odpowiedzialnych za choroby uktadu krazenia
1 wprowadzeniu skutecznej profilaktyki obserwuje si¢ tendencj¢ spadkowa
w zapadalnoSci na te choroby (WHO, 2014). W przeciwienstwie do choréb uktadu
krazenia, zainteresowanie naukowcOw chorobami nowotworowymi 1 ich
chemoprewencja nie zaowocowalo jeszcze takimi sukcesami. Ze wzgledu
na skomplikowany proces kancerogenezy, a co za tym idzie i trudnoSci ze znalezieniem
odpowiedniego sposobu leczenia nadal obserwuje si¢ wzrastajaca zachorowalno§é
1 wysokg Smiertelnos¢ (WHO, 2014). Kancerogeneza obejmuje wiele réznych procesow
zachodzacych zaréwno na poziomie komérkowym, jak i molekularnym, pod wpltywem
czynnikOw  wewngetrznych  lub  zewngtrznych.  Koncepcja  wielostopniowej
kancerogenezy zaklada, ze rozwdj nowotworu ma miejsce w dluzszym okresie czasu,
w trakcie ktorego nastgpuje akumulacja somatycznych mutacji w pojedynczej komérce
powodujaca powstawanie zmian fenotypowych przeksztatcajagcych komorke zdrowa
w komoérke nowotworowg (Surh i1 in., 2003; Hanahan i Weinberg, 2000; Hanahan
1 Weinberg, 2011). Do niedawna opisywano proces kancerogenezy jako sktadajacy si¢
z 3 gléwnych etapow: inicjacji (okres trwania: dni), promocji (okres trwania: kilka lat)
i progresji (okres trwania: 1-5 lat) (Mehta 1 in., 2010). Inicjacja obejmuje procesy
polegajace na powstawaniu uszkodzei DNA w wyniku dziatania kancerogendow
chemicznych badz fizycznych. Jezeli nie zostang one usuni¢te przez mechanizmy
naprawy DNA, zmiany te nieodwracalnie zaburzaja prawidtowe dzialanie materiatu
genetycznego. Postuluje si¢, ze stres oksydacyjny moze by¢ jedng z przyczyn rozwoju
nowotworow, poniewaz powoduje on powstawanie uszkodzen DNA (Valko i in., 2004;
Valko 1 in., 2006; Valko i in., 2007). RFT reaguja z zasadami azotowymi wchodzacymi
w sktad nici DNA tworzac addukty i1 indukujac powstawanie mutacji, a przez to zmiany
w procesie transkrypcji, co zaburza prawidtowe funkcje genomu i przez to normalny
wzrost komoérki (Valko i in., 2004; Halliwell, 2007). Pod wptywem stresu
oksydacyjnego DNA ulega réwniez innym modyfikacjom, takim jak pe¢knigcia nici
DNA czy tworzenie potaczen biatek z DNA (Halliwell, 2007). Etap promocji uznawany
byl za odwracalny, znacznie wolniejszy 1 prowadzacy do akumulacji w organizmie

komoérek zmienionych nowotworowo w wyniku ich niekontrolowanych podziatow
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(Mehta 1 in., 2010). Natomiast etap progresji mial by¢ nieodwracalny i stanowié
koncowe stadium rozwoju nowotworu, podczas ktdrego nastgpowaly wzrost guza
1 potencjalne przerzuty do innych organéw (Surh, 2003).

Powyzszy opis procesu kancerogenezy stanowi znacznie uproszczony model.
W 2000 roku Hanahan i Weinberg (Hannahan i Weinberg, 2000) opublikowali
w czasopiSmie ,,Cell” przetomowg prace “Hallmarks of cancer”, w ktdrej opisali sze§¢
ich zdaniem najistotniejszych cech komoérek rakowych. Zauwazyli oni, ze pomimo
istotnych réznic pomigdzy réznymi typami nowotwordw, tworzace je komorki maja
pewne cechy wspodlne, nieobecne w komoérkach zdrowych. Uznali, ze muszg to by¢
cechy niezbedne dla procesu nowotworzenia, nabywane w trakcie przemiany komorki
zdrowej w nowotworowg. Cechy te to (Hannahan i Weinberg, 2000):

e uniezaleznienie od miedzykomdrkowych sygnatéw stymulujagcych wzrost
(komorki nowotworowe potrafig wytwarza¢ wlasne sygnaty wzrostu),

e niewrazliwoS¢ na inhibitory wzrostu,

e nieuleganie apoptozie,

e nieSmiertelno§¢ replikacyjna warunkujaca zdolnoS¢ do nieograniczonej
proliferacji (poprzez wydtuzenie telomeréw w wyniku dzialania enzymu
telomerazy, w komorkach rakowych wystepuje zazwyczaj nadekspresja genu
kodujacego powstawanie tego enzymu),

e zdolnoS¢ do indukcji angiogenezy (powstawanie nowych naczyn krwionoSnych
umozliwia ukrwienie guza i doprowadzanie substancji odzywczych),

e zdolnoS¢ do metastazy 1 tworzenia przerzutow.

Jednakze najwazniejsza cecha wszystkich komérek nowotworowych
umozliwiajacg powstawanie wyzej wymienionych zmian w trakcie transformacji
nowotworowej jest niestabilnos¢ genomowa (Hanahan i Weinberg, 2000). Po 10 latach
od opublikowania swojej przelomowej pracy Hanahan i Weinberg opublikowali artykut
»Hallmarks of cancer: the next generation”, w ktérym nie tylko powtérzyli swoja
poprzednia tez¢ o tym, ze istnieje lista cech charakterystycznych dla wszystkich typow
nowotworow, ale uzupetnili t¢ liste o kolejne cechy — zmian¢ gospodarki energetycznej
komorki w kierunku glikolizy poprzez zwigkszenie iloSci transporteréw glukozy
w blonie komoérkowej (umozliwia to zréwnanie wartoSci energetycznej glikolizy
z wykorzystywanym preferencyjnie przez zdrowe komorki oddychaniem tlenowym)

oraz unikanie zniszczenia przez system immunologiczny (Hanahan i Weinberg, 2000;
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Hanahan 1 Weinberg, 2011). Niektére z tych mechanizméw zaleza od stresu
oksydacyjnego.

Udziat stresu oksydacyjnego w rozwoju choréb cywilizacyjnych moze by¢
postrzegany w jeszcze inny sposob. Jednym z czynnikéw zwigkszajacych zagrozenie
tymi chorobami jest wiek. Starzenie si¢ organizmu to proces ztozony, definiowany jako
postepujaca utrata integralnoSci fizjologicznej, prowadzaca do zaburzenia
funkcjonowania i zwigkszonej podatnosci na Smier¢ (Lopez-Otin i in., 2013). Lopez-
Otin 1 wsp. posungli si¢ do poréwnania procesu starzenia z kancerogenezg i opracowali
zbidr cech komoérek starzejacych sie (,,The hallmarks of aging”) dla ktérego inspiracja
byly wspomniane powyzej artykuty. Zaproponowanych zostato 9 cech starzejacego sie
organizmu, wsrdd nich: niestabilno$¢ genomu, skracanie telomeréw, zmiany
epigenetyczne, zaburzona homeostaza biatkowa, rozregulowane odczuwanie
sktadnikéw odzywczych, dysfunkcja mitochondriow, senescencja komorkowa,
wyczerpanie zasobOw komoérek macierzystych 1 zmiany w  komunikacji
miedzykomorkowej. Zaburzenie homeostazy redoksowej moze przyspieszaé

postepowanie wigkszosci z tych cech (Lopez-Otiz i in., 2013, Aunan i in., 2016).

I1.3. Homeostaza redoksowa

Odkrycie roli RFT w etiologii choréb cywilizacyjnych (Ai Pham-Huy 1 in.,
2008) zaowocowalo panujacym przez wiele lat przekonaniem o wytacznie negatywnym
wplywie RTF na zdrowie organizmu ludzkiego. Jednakze dzigki postgpom w badaniach
nad fizjologiczng rolg tych czasteczek poglad ten zaczal ulega¢ zmianie w ostatnich
latach. Okazato si¢, ze poprzez udziat w szlakach sygnalizacyjnych stymulujacych badz
wyciszajacych ekspresje genéw kodujacych okreSlone biatka, RFT s3 zaangazowane
w takie kluczowe procesy komoérkowe jak proliferacja, réznicowanie, migracja czy
Smier¢ komoérkowa (Herndndez-Garcia i in., 2010; Schieber i Chandel, 2014).
Wykazuja réwniez zdolnoS¢ aktywacji niektérych biatek transportowych (GLUT),
przyktadowo nadtlenek wodoru pobudza transport glukozy do wnetrza komorek
(Mohanty i in., 2000).

Biorac pod uwage nowe rozumienie znaczenia RFT jako naturalnych czasteczek
sygnalizacyjnych z jednej strony, a reaktywnych czynnikéw mogacych uszkadzaé
struktury komorkowe z drugiej, zrozumiala staje si¢ koniecznoS$¢ precyzyjnego

kontrolowania stanu réwnowagi pomigdzy szybkoScig produkowania RFT a poziomem
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przeciwutleniaczy, ktore ograniczajac negatywny wplyw RFT na komérke nie powinny
zaburza¢ komorkowych funkcji zaleznych od stanu redoks. Od dawna wiadomo,
ze kazdy zywy organizm wyposazony jest w zestaw mechanizméw stuzacy zachowaniu
homeostazy redoksowej (Rahman, 1 in. 2012). Na system przeciwutleniajagcy organizmu
cztowieka sktadaja si¢ enzymy (m.in. dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza
(CAT), peroksydaza glutationowa (GPx)) orazendogenne przeciwutleniacze,
przede wszystkim glutation (GSH), oraz m.in. albumina, estrogeny czy kwas moczowy,
ktére wspomagane substancjami przyjmowanymi z pokarmem, np. kwasem
askorbinowym, tokoferolami, polifenolami czy karotenoidami zapewniaja
unieszkodliwianie nadmiaru RFT (Bartosz, i in. 2009). Jednakze w stanach
patologicznych lub w warunkach zbyt duzej iloSci utleniaczy w Srodowisku,
rownowaga redoksowa moze zosta¢ zachwiana. Pojawia si¢ wspomniany wczeSniej stan
stresu oksydacyjnego, a obecne w organizmie wymykajace si¢ kontroli RFT moga
powodowac oksydacyjne uszkodzenia wielu sktadnikow komorek (biatek, lipidow
btonowych, DNA) (Rahman i in., 2012; Schieber i Chandel, 2014; Sies, 2015).

Obecnie w zwigzku z udowodniong fizjologiczng rolg RFT i ich udzialem
w procesach komoérkowych prowadzi si¢ badania juz nie tylko nad ochrong
przed stresem oksydacyjnym, ale szerzej nad zaburzeniami stanu réwnowagi
redoksowej. Dostarczanie do organizmu egzogennych przeciwutleniaczy w zbyt duzym,
niefizjologicznym stezeniu moze z kolei doprowadzi¢ do stresu redukcyjnego, podczas
ktorego akceptory elektrondw sa w wigkszoSci w stanie zredukowanym (Korge, i in.
2015). W tej sytuacji niektore biatka sa w stanie oddac elektron czasteczce O,,
z wytworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego co paradoksalnie zwigksza produkcje
RFT w organizmie (Korge 1 in., 2015).

W zwigzku z odkryciem dualistycznej roli RFT w organizmie cztowieka
oraz istotnoSci utrzymania homeostazy redoksowej, logiczne wydaje si¢ stwierdzenie,
ze egzogenne przeciwutleniacze nie moga by¢ w sposéb dowolny, niekontrolowany
1 w zbyt duzym stezeniu dostarczane do organizmu cztowieka. Zrozumienie tego faktu
spowodowato, ze w 2017 roku Europejski Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnosci
(European Food Safety Authority - EFSA) poprosit panel ekspertow ds. Produktow
dietetycznych, odzywczych 1 alergii (NDA) o wuaktualnienie obowigzujacych
naukowych wymagan dla o§wiadczefi zdrowotnych zwigzanych z przeciwutleniaczami,
stresem oksydacyjnym 1 zagrozeniem chorobami cywilizacyjnymi. W wyniku tej

wspotpracy powstat ,,Draft Guidance for Scientific Requirements for Health Claims
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Related to Antioxidants, Oxidative Damage and Cardiovascular Health”, w ktérym
zawarto zestaw wymagah dla preparatow zawierajacych przeciwutleniacze,
m.in. zalecano, ze musi zosta¢ oznaczona ich zdolno§¢ do ochrony komorek
1 biomolekut przed uszkodzeniami oksydacyjnymi w warunkach in vitro 1 in vivo

(EFSA, 2017).

I1.4. Owoce i warzywa jako czynnik chemoprewencyjny

Wieloletnie badania, ktérych ukoronowaniem byto podsumowanie wydane po raz
pierwszy w 1997, powtérzone w 2007, przez Swiatowy Fundusz Badafn nad Rakiem
(World Cancer Research Fund) i Amerykanski Instytut Badafi nad Rakiem (American
Institute for Cancer Research) zatytulowane “Food, Nutrition and the Prevention
of Cancer: a Global Perspective” (AICR, 1997; AICR, 2007) pokazaty, ze dieta bogata
w biatka 1 tluszcze sprzyja procesom kancerogenezy, z kolei zywnoS¢ pochodzenia
roslinnego moze by¢ Zrédtem substancji przeciwdziatajacych rozwojowi nowotworéw.
Metaanaliza z 2014 roku potwierdzita te dane, co wigcej wskazata, ze podobna
zalezno$§¢ obowigzuje w przypadku innych choréb cywilizacyjnych (Fardet i Boirie,
2014).

Z perspektywy profilaktyki tych choréb najwazniejsze wydaja si¢ obserwacje
dotyczace zywnoSci, gdyz moga by¢ z tatwosScig stosowane w codziennym Zzyciu.
Dowody w postaci wynikéw badafi populacyjnych prowadzonych z udzialem duzych
grup ludnoSci, wskazuja ze spozycie owocOw 1 warzyw, a szczegdllnie okreSlonych ich
gatunkéw, wplywa na obnizenie ryzyka zapadalnoSci na choroby cywilizacyjne.
W przypadku choréb uktadu krazenia szczegéllnie pozytywne dziatanie wykazaty
jabtka, gruszki, owoce cytrusowe, pomidory i warzywa zawierajace 3 -karoten,
natomiast ~w przypadku nowotworéw  udowodniono  szczegdlng  aktywnoS¢
chemoprewencyjng warzyw z rodziny Brassicaceae (Aune 1 in., 2016).

Jedne z pierwszych doniesieh na temat przeciwrakotwodrczych wiaSciwosci
warzyw kapustowatych zostaly opublikowane w latach 70-tych (Loub i in., 1975;
Merrlin 1 Graham, 1979; Wattenberg i Loub, 1978). Wyniki badan epidemiologicznych
udostgpnione w kolejnym dziesi¢cioleciu, tzn. przeprowadzonych w latach 1980-1990,
sugerowaly odwrotng zalezno$S¢ pomigdzy spozyciem warzyw ztej rodziny
a zachorowalnoS$cia na nowotwory jelita, trzustki (Olsen i in., 1989), ptuc (Le Marchand

11n., 1989), piersi (Graham 1 in., 1982), zotadka (Chyou 1 in., 1990) oraz jajnika (Shu
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1in., 1989). Badania przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych wykazaly takze,
ze zwigkszona konsumpcja brokutéw powoduje obnizenie ryzyka zachorowania
na nowotwory ptuc (Steinmetz i Potter, 1993). Co wiecej, udowodniono, ze warzywa
kapustowate jako jedyne, w sposob istotny statystycznie zapobiegaly powstawaniu raka
prostaty (Kirsh i in., 2007).

Oprécz warzyw kapustowatych rowniez owoce jagodowe okazatly si¢ by¢ Zrodtem
zwigzkéw o aktywnoSciach biologicznych pomocnych w prewencji choréb
cywilizacyjnych. Badania epidemiologiczne wykazaty pozytywny wptyw spozywania
tych owocéw na obnizenie ryzyka zachorowalnoSci nie tylko na rézne typy
nowotworow, ale rowniez choroby uktadu krazenia (Cassidy 1 in., 2011; Cassidy 1 in.,
2013; McCullough i in., 2012; Jennings i in., 2012).

Odkrycie powigzania pomiedzy spozyciem owocOw 1 warzyw a zachorowalnoScig
na réznego typu nowotwory doprowadzito do powstania nowej galezi badaf
nad rakiem, ktdrg okresla si¢ mianem chemoprewencji nowotworowej. Po raz pierwszy
termin ,,chemoprewencja” zostal uzyty przez Michaela Sporna, ktory okreslit nim
zdolno$¢ naturalnych form witaminy A do przeciwdziatania rozwojowi komorek raka
nabtonka (Sporn, 1976). Zgodnie z najnowsza definicja chemoprewencja
to wykorzystanie substancji naturalnych, badZz farmakologicznych do zahamowania,
zatrzymania, lub odwrdcenia procesu kancerogenezy we wczesnych jej stadiach (Sporn
1 Suh, 2002). Chemoprewencja dotyczy o0s6b na réznym etapie rozwoju chordb
nowotworowych 1 dotychczasowe badania pokazuja, ze aktywnoSci biologiczne
wykazywane przez substancje obecne w zywnoSci moga by¢ uzyteczne na kazdym
znich (Baer Dubowska, 2000; De Flora i in., 2001). Chemoprewencja pierwotna
(ang. primary chemoprevention) adresowana jest do zdrowych oséb, stanowi ona zatem
dzialania typowo profilaktyczne. Chemoprewencja wtérna (ang. secondary
chemoprevention) skierowana jest do os6b na wczesnym, przedklinicznym etapie
rozwoju nowotworu i ma na celu odwrdcenie powstatych juz zmian. Chemoprewencja
wspomagajaca terapi¢ nowotworowg (ang. tertiary chemoprevention)
ma przeciwdziata¢ nawrotom choroby, a takze toksycznym efektom ubocznym
chemoterapii, co jest ostatnio coraz cz¢Sciej sugerowane (Conklin, 2000; Piasek i in.,
2009).

Zaproponowano tez kilka mozliwych mechanizméw chemoprewencji
skojarzonych z opisang wczeSniej (rozdziat II.2) wielostopniowoScia procesu

kancerogenezy, takich jak wspomaganie detoksykacji kancerogendéw, modyfikacja
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metabolizmu  kancerogenéw w  kierunku ich detoksyacji, wychwytywanie
1 dezaktywacja RFT, zatrzymanie cyklu komérkowego, inicjacja apoptozy
czy wspomaganie proceséw naprawczych DNA (Mehta i in., 2010). Obecnie termin
chemoprewencja nie jest juz zarezerwowany tylko dla profilaktyki nowotwordéw,
okreSlenie to rozciggneto si¢ tez na zapobieganie rozwojowi innych choréb
cywilizacyjnych.

Liczne badania epidemiologiczne wskazujace na wptyw diety bogatej w owoce
1 warzywa na ryzyko wystgpienia choréb cywilizacyjnych spowodowaly oczywiste
zainteresowanie 1 poszukiwanie, ktdére fitozwigzki sa odpowiedzialne za dziatanie
chemoprewencyjne. Natomiast zrozumienie roli zaburzonej homeostazy redoksowej
w patogenezie nieinfekcyjnych choréb przewlektych, skierowato uwage badaczy, opinii
publicznej, a takze producentow zywnoSci 1 suplementéw diety na znaczenie
1 mozliwoSci wykorzystania przeciwutleniaczy w przeciwdziataniu i/lub spowalnianiu

rozwoju oraz wspomaganiu leczenia tych choréb.

I1.5. Poszukiwanie fitozwiazkéw odpowiedzialnych za aktywno$é
chemoprewencyjna owocow i warzyw

Hipoteza zaktadajaca skutecznoS¢ przeciwutleniaczy zawartych w diecie
w obnizaniu ryzyka zachorowania na choroby cywilizacyjne zostata sformufowana
na podstawie wynikéw badan epidemiologicznych, ktére wskazywaly na zaleznoS¢
pomiedzy spozyciem warzyw 1owocOw a obnizeniem zagrozenia tymi chorobami
oraz udziatem stresu oksydacyjnego w ich etiologii (Boffeta i in., 2010; Ceriello, 2008;
Bahorun i in., 2006; Hung i in., 2004, George i in., 2009). Poskutkowato
to poszukiwaniami naturalnych zwiazkéw o niskim potencjale redukcyjnym obecnych
w zywnoSci. Przyjeto, ze substancje te wyizolowane z owocOw 1 warzyw, a nastgpnie
przygotowane w skoncentrowanej formie, np. jako suplementy diety, beda skutecznym
narz¢dziem w walce z epidemig choréb cywilizacyjnych na Swiecie. Badania in vitro i
w modelach zwierzgcych z uzyciem wyizolowanych bioaktywnych fitozwigzkow
dostarczyly obiecujacych danych wspierajacych zalozenia proponowanej strategii
profilaktycznej (Seeram 1 in., 2005; Shibata i in., 1992). Jednakze formutujac
rekomendacje zywieniowe pod katem diety bogatej w przeciwutleniacze przeoczono
fakt, ze wiekszoS¢ badan dokumentujacych ich aktywnoSci chemoprewencyjne zostata
przeprowadzona w warunkach in vitro w modelach komérkowych, badz w modelach

zwierzecych, w ktorych sztucznie wywolano proces kancerogenezy poprzez podanie
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zwierzetom wysokich dawek znanych substancji rakotworczych (Potter, 2014). Mato
bylo dostepnych wiarygodnych wynikéw badan klinicznych z udzialem ochotnikéw
przeprowadzonych ~w  sposéb  kontrolowany  potwierdzajagcych  aktywnoS¢
chemoprewencyjng przeciwutleniaczy (Potter, 2014). Kluczowym pytaniem, ktore
przez dtuzszy czas pozostawato bez odpowiedzi byto wiec czy wyizolowane fitozwigzki
beda charakteryzowaty si¢ u ludzi takg samg aktywnoScig biologiczng jak cate owoce
i warzywa (Kelloff, 2000; Sporn i Suh, 2002; Surh, 2003; Chen, 2005; Aggarwal
1 Shishoida, 2006).

Wspétczesne wymogi nakazuja by efektywnos¢ czynnikow
chemoprewencyjnych byta mierzona za pomocg tych samych metod jakie
wykorzystywane sa do badania nowych lekéw. W przypadku stresu oksydacyjnego
biomarkerami in vivo s3 zazwyczaj produkty utlenienia lipidow, produkty oksydatywne;j
modyfikacji bialek 1 cukréw, pekniecia nici DNA oraz produkty utlenienia zasad
azotowych, jak roéwniez produkty utlenienia endogennych przeciwutleniaczy.
Wykorzystanie prébek ludzkich w wielu przypadkach potwierdzito wptyw
przeciwutleniaczy oraz diety w nie bogatej na obnizenie poziomu biomarkeréw stresu
oksydacyjnego w ludzkim organizmie (Gouda i in., 2016). Wptyw ten byl bardziej
widoczny w przypadku gdy obiektem badan byly osoby narazone na podwyzszony
poziom stresu oksydacyjnego, np. cierpigce na nadciSnienie, niz w przypadku gdy
badano osoby zdrowe (Karadag i in., 2009). Szczegdlnie bylo to widoczne, gdy
przeciwutleniacze dostarczane z pozywieniem byly podawane w celu obnizenia
kardiotoksycznoSci terapii przeciwnowotworowej antracyklinami, jako wsparcie
naturalnego antyoksydacyjnego systemu obronnego przed uszkodzeniami wywotanymi
stresem oksydacyjnym (Piasek i in., 2009). Wskazano takze szereg mechanizméw
molekularnych odpowiedzialnych za wzmocnienie komoérkowej bariery
antyoksydacyjnej wspomaganej przez roslinne zwigzki aktywne redoksowo.

Egzogenne zwiazki o niskim potencjale redukcyjnym maja zdolno$é
neutralizacji RFT w wyniku bezpoSredniej reakcji chemicznej. Jednakze wyniki badan
sugeruja, ze przeciwutleniacze obecne w zywnosSci moga wykazywac takze aktywnoS$¢
chemoprewencyjng niezaleznie od ich zdolnoSci do chemicznego unieszkodliwiania
RFT. Wiele z nich wptywa na regulacj¢ sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej, moduluje
aktywno$¢ hormonéw oraz czynnikdw wzrostu, hamuje aktywnoS$¢ onkogendw,

aktywuje geny supresorowe, indukuje réznicowanie, aktywuje proces apoptozy, inicjuje
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odpowiedZ immunologiczng, hamuje angiogeneze oraz stany zapalne (Dinkova-Kostova
1in.,2001; Mehta i in., 2010).

Za przyktad ochrony organizmu przed stresem oksydacyjnym niech postuzy
system kontrolowany przez czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear factor
erythroid 2). Pod jego kontrolg jest ekspresja gendéw kodujacych biatka dziatajace
cytoprotekcyjnie, m.in. gendéw zawierajacych w swych promotorach sekwencj¢ ARE,
czyli tzw. element odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang. antioxidant response element).
Koduja one enzymy II fazy detoksykacji takie jak S-transferazy glutationowe (GST)
atakze syntetaze Y -glutamylocysteinowa (y-GCS) wazng w  detoksykacji
ksenobiotykéw, reduktazg NAD(P)H:chinon 1 (NQO1) i oksygenaze¢ hemowe 1 (HO-1)
odgrywajace role w neutralizacji RFT (Dinkova-Kostova, i in. 2001). Jak wspomniano,
aktywacja czynnika Nrf2 nastgpuje w odpowiedzi na stres oksydacyjny 1 jest ona
jednym z mechanizméw proponowanych w chemoprewencji, bowiem poprzez indukcje
jego dziatania dochodzi do przyspieszenia metabolizmu detoksykacyjnego substancji
toksycznych, w tym takze RFT, zdolnych do inicjacji procesu kancerogenezy (Lee i
Surh, 2005). System ten dziala sprawnie przy stosunkowo niewielkim stresie
oksydacyjnym, jednakze w przypadku kiedy ilos¢ RFT przekracza mozliwoSci
organizmu do obrony przed ich negatywnymi skutkami, niezbg¢dna jest zewngtrzna
stymulacja czynnika Nrf2 (Giudice 1 Montella, 2006). Wiele substancji pochodzenia
roslinnego wykazuje zdolno$¢ do indukcji enzyméw fazy II detoksykacji poprzez
aktywacje czynnika Nrf2, np.flawonoidy czy izotiocyjaniany (Bryan 1 in., 2013;
Magesh i in., 2012), dzigki czemu dieta bogata w warzywa 1 owoce moze by¢ pomocna
w walce ze stresem oksydacyjnym i jego negatywnymi skutkami zdrowotnymi.

Do tej pory odkryto wiele zwigzkéw pochodzenia roSlinnego wykazujacych
aktywnoS$¢ chemoprewencyjng. Sa to giéwnie drugorz¢gdowe metabolity roSlinne.
Podzial bioaktywnych fitozwigzkow ze wzgledu na ich budowe chemiczng jest
pokazany narys. 4 (na podstawie: Liu, 2004). Najwazniejsze grupy zwiazkow z punktu
widzenia badanych w tym projekcie roSlin jadalnych zostaty pokrotce

scharakteryzowane ponizej.
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Zwigzki fenolowe

RoSlinne  zwiazki fenolowe, zwykle okreSlane mianem polifenoli
to powszechnie wystepujaca grupa drugorzegdowych metabolitéw zawierajacych jeden
lub wigcej pierScien aromatyczny potaczony z co najmniej jedng grupa hydroksylowa
(Liu, 2004). W roslinach petnig funkcje ochronng przeciwko promieniowaniu UV
1RFT, maja tez dziatanie antybiologiczne przeciwdziatajagc atakom patogendow
1 szkodnikéw. Polifenole dzielg si¢ na szereg grup (Rys. 4), sposréd ktorych najbardziej
rozpowszechniong grupe stanowia flawonoidy i1 kwasy fenolowe (Liu, 2004).

Badania nad chemoprewencyjnym potencjatem tych zwiazkéw, prowadzone
w réznych modelach badawczych i z udzialem ochotnikow, wskazuja na mozliwos¢ ich
zastosowania w profilaktyce choréb nowotworowych, sercowo-naczyniowych,
neurodegeneracyjnych oraz przeciwdziatanie otytosSci. (Cooke i in., 2005). Polifenole
wykazuja szereg wtaSciwosci biologicznych, takich jak dziatanie antyangiogeneryczne,
antyproliferacyjne, przeciwmutagenne, przeciwzapalne, zdolnoS¢ do blokowania cyklu
komoérkowego, stymulowania  aktywnoSci enzyméw II  fazy  detoksykacji
przeciwdziatania uszkodzeniom DNA, a takze indukowania procesu rdéznicowania
komorek (Fraga i in., 2010; Yao i in., 2004). Zwiazki z tej grupy sa przede wszystkim
przeciwutleniaczami, dzigki czemu moga chroni¢ organizm ludzki przed szkodliwym

dziataniem stresu oksydacyjnego (Fraga i in., 2010).

Rys. 5. Wzér ogélny antocyjanéw

Szczegdlnie wysoka aktywnoScia przeciwutleniajacg charakteryzuja —sie
antocyjany (Rys. 5). Reprezentuja one duza grupe rozpuszczalnych w wodzie
barwnikéw roSlinnych, odpowiedzialnych za czerwony, niebieski i fioletowy kolor
wigkszoSci owocOw (np. owocOw jagodowych) 1 warzyw (np. czerwonej kapusty
czy cebuli). Naleza do klasy flawonoidow 1 w normalnych warunkach wystepuja
w formie glikozydow, forma aglikonu jest bowiem bardzo niestabilna (Smeriglio 1 in.,
2016). W naturze najczeSciej spotykane sa glikozydy cyjanidyny, delfinidyny,
malwidyny, pelargonidyny, peonidyny i petunidyny. Liczne badania potwierdzaja,

ze spozywanie pokarmoéw bogatych w antocyjany moze zmniejsza¢ ryzyko
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zachorowania na choroby nowotworowe 1 ukfadu krazenia, co moze mie¢ zwiazek z ich
silnymi wiaSciwoSciami przeciwutleniajacymi (Yang i Kortesniemi, 2015; Yousuf i in.,
2016).
Betalainy

Betalainy to grupa pochodnych kwasu betalamowego, ktére odpowiadaja
za czerwony (betacyjaniny) 1 z6tty (betaksantyny) kolor niektérych kwiatéw, owocow
1 warzyw (Butera i in., 2002; Gokhale i Lele, 2014). Znajduja si¢ gtéwnie w wakuolach
1 cytozolu komoérek roSlinnych. Najpowszechniejsza betalaing jest betanina (Rys. 6) —
czerwony pigment wystepujacy m.in. w burakach.

Z zywieniowego punktu widzenia betalainy stanowig trudno dostepng grupe
fitozwigzkow ze wzgledu na ich male rozpowszechnienie w roSlinach jadalnych.
Najwazniejszymi jadalnymi ich Zrédtami sa buraki czerwone, opuncja figowa,
amarantus 1 pitahaja (Cejudo-Bstante 1 in., 2015). Najwazniejsza betalaing
w czerwonym buraku jest betanina, natomiast w opuncji betanina i indykaksantyna.
Ze wzgledu na swoje ograniczone wystepowanie, betalainy nie sg tak szeroko badanymi
fitozwigzkami jak antocyjany czy karotenoidy. Wiadomo, ze wykazuja silne
wlasciwoSci przeciwutleniajace (Kaur i in., 2012; Klewicka, 2012), wykazano rowniez

ich zdolno$¢ do inhibicji wzrostu raka jajnika i pgcherza (Zou i in., 2014).

kwas betalamowy betanina indykaksantyna wulgaksantyna I

Rys. 6. Struktury kwasu betalamowego i najczesciej spotykanych betalain

Glukozynolany
Glukozynolany (GLS) to grupa metabolitéw wtérnych charakterystycznych
dla roSlin z rodziny Brassicaceae. Sa to stabilne, rozpuszczalne w wodzie tioglikozydy.

Na strukture tych zwigzkéw sktadaja si¢ grupa B-D-tioglukozowa, oraz tahcuch boczny
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pochodzacy od aminokwasu. W oparciu o strukture taficucha bocznego klasyfikuje sie
glukozynolany jako alifatyczne, aromatyczne lub indolowe Do tej pory
zidentyfikowanych zostato okoto 200 zwigzkéw z tej grupy (Manchali 1 in., 2012).
W roslinie stanowig one element systemu ochrony przed patogenami. Zwigzki
te nie wykazuja aktywnoSci biologicznej per se, dopiero produkty ich hydrolizy
uwalniane w wyniku dziatania enzymu mirozynazy s3 bioaktywnymi metabolitami
(Morant i in., 2008). Reakcja z udzialem mirozynazy prowadzi do powstania produktu
posredniego (Rys. 7), ktérego dalsze przemiany zaleza od budowy tancucha bocznego,
obecnoSci innych czynnikéw biatkowych, takich jak biatko epitiospecyficzne (ESP),
biatko nitrylospecyficzne (NSP) (Wittstock, i in. 2004), biatko tworzace tiocyjaniany
(TFP) (Burow 1 in., 2006) i epitiospecyficzne biatko modyfikujace (ESM) (Zhang i in.,
2006) oraz warunkéw Srodowiska (pH) (Vig i in., 2009; Galletti 1 in., 2008). Mozliwe

drogi rozpadu glukozynolanéw zestawiono na rysunku 7.

Rys. 7. Przemiany glukozynolanéw do produktéw rozpadu z uwzglednieniem czynnikéw
biatkowych (ESP — biatko epitiospecyficzne, NSP — biatko nitrylospecyficzne, TFP — biatko
tworzace tiocyjaniany, ESM — epitiospecyficzne biatko modyfikujace)

Sposréd powstajacych produktéw rozpadu GLS z punktu widzenia potencjatu
prozdrowotnego szczegdlne znaczenie maja izotiocyjaniany (ITC) 1 indole, ktdére
poprzez oddzialywanie na czynniki transkrypcyjne, takie jak omawiany juz Nrf2,
uczestniczacy w indukcji stanéw zapalnych NF-kB, czy stymulowany obecnoScia
aromatycznych ksenobiotykéw AhR (Smiechowska i in., 2008) uruchamiajg szereg
mechanizméw chemoprewencyjnych:

¢ indukujg apoptoze (Smiechowska i in., 2008; Srivastava i Singh, 2004),
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e stymulujg ekspresje genéw cytoprotekcyjnych (Smiechowska i in., 008)

e indukuja nekroz¢ komoérek nowotworowych (Smiechowska 1 in., 2008;
Kuang i Chen, 2004),

e hamuja angiogenez¢ (Smiechowska 1 in., 2008; Bertl i in., 2006; Mi i in.,
2008) czy tez

e hamuja proliferacje komérek nowotworowych (Smiechowska i in., 2008).

Z drugiej jednak strony, wyniki badan in vitro oraz in vivo prowadzone przez kilka
ostatnich lat, wskazuja na potencjalnie genotoksyczne 1 mutagenne dziatanie produktow
rozpadu  GLS,  szczegdlnie  indolowych, takich  jak  glukobrassycyna,
neoglukobrassycyna oraz 4-metoksyglukobrassycyna (Baasanjav-Gerber i1 in., 2011;
Glatt 1 in., 2011). Wykazano, ze zwiazki te w czystej postaci przyczyniaja si¢
do powstawania adduktow DNA na poziomie 100-krotnie wyzszym niz w przypadku

pochodnych GLS alifatycznych oraz aromatycznych (Baasanjav-Gerber i in., 2010).

I1.6. Warzywa i owoce a izolowane bioaktywne fitozwiazki

Wyniki badan wskazujace na dziatanie fizjologiczne roSlinnych zwigzkow
fenolowych, takich jak przyktadowo antocyjany czy resweratrol (Cooke i in., 2005;
Dudley i in., 2008), bardzo szybko doczekaty si¢ komercjalizacji 1 spowodowaty
masowg produkcj¢ suplementéw diety wzbogaconych w wyizolowane z roSlin
substancje okreSlane mianem antyoksydantdw, niezaleznie od ich rzeczywistych
wlasnosSci chemicznych. Badania epidemiologiczne wykazaty jednak, ze entuzjazm
producentéw tych parafarmaceutykéw nie jest w pelni uzasadniony. Okazato sie,
ze wyizolowane bioaktywne fitozwigzki czy witaminy o niskim potencjale
redukcyjnym (C, E, A) nie s3 juz tak skutecznymi czynnikami chemoprewencyjnymi,
jak zawierajace je owoce lub warzywa (Potter, 2014). O ile w przypadku chor6b uktadu
krazenia prewencja poprzez kontrole hiperlipidemii oraz nadciSnienia przynosi
rezultaty, o tyle w walce znowotworami stosowanie chemoprewencji nadal
w wiekszoSci przypadkow nie koficzy si¢ sukcesem a czasami nawet moe powodowaé
przyspieszenie postepu choroby.

Taka porazka byto uzycie prekursoréw witaminy A w prewencji raka ptuc.
AktywnoS¢ przeciwutleniajagca retinolu oznaczona in vitro oraz wyniki badan
epidemiologicznych wskazujace na zaleznoSci pomigdzy niskim stezeniem retinolu

w organizmie a zwigkszong zachorowalnoS$cig na raka ptuc (Wald, 1980) doprowadzity
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do stwierdzenia, ze korzystna moze by¢ suplementacja diety oséb palacych papierosy,
a przez to bardziej narazonych na nowotwory ptuc, -karotenem. Postanowiono wigc
przeprowadzi¢ réwnolegle dwie serie badafi klinicznych, do ktérych wybrano osoby
o zwigkszonym ryzyku zachorowania na ten typ nowotworu. W jednej z nich,
przeprowadzonej w Finlandii, ATBC (Alpha-Tocopherol and Beta-caroten Trial),
29 133 palaczom w wieku 50-69 lat podawano (3-karoten, witaming E, mieszaning obu
substancji, badZ placebo. Alarmujace wyniki otrzymane po 5 latach od rozpoczgcia
badan spowodowaly natychmiastowe zakoficzenie programu. Okazalo sie,
ze suplementacja B -karotenem spowodowata 18 % wzrost ryzyka zachorowania
na nowotwor ptuc (ATBC, 1994; Omenn, 1996). Badania te zostaly zaprojektowane
na podstawie wstepnych obiecujacych wynikéw badan epidemiologicznych (Omenn,
1996), ale biologiczne dziatanie [B-karotenu w potaczeniu z dymem tytoniowym
nie zostalo sprawdzone w warunkach ani in vitro, ani w modelach zwierzgcych, a jak
si¢ okazato same badania epidemiologiczne nie stanowig wystarczajacej przestanki
do przeprowadzenie testow klinicznych. W podobnie zaplanowanym projekcie CARET
(The Beta-Caroten and Retinol Efficacy Trial), realizowanym w USA, palaczom
podawano [-karoten i retinol. Wyniki tego badania takze wykazaty 28 % wzrost ryzyka
zachorowania na nowotwory ptuc (Omenn, 1996). Podsumowujac, wspomniane
badania kliniczne dowiodty, ze suplementacja diety 3-karotenem, pomimo obiecujacych
wstepnych wynikéw badaf epidemiologicznych, nie tylko nie zmniejszata ryzyka
zachorowania na raka pluc u os6b szczegélnie narazonych na ten nowotwor, ale
w niektorych przypadkach je zwigkszata.

Podobnie w przypadku suplementacji diety retinolem i retinoidami, otrzymano
obiecujagce  obnizenie ryzyka zachorowania na raka skoéry w badaniach
epidemiologicznych, jednakze wyniki te nie znalazty odzwierciedlenia w testach
klinicznych (Moon, 1997; Levine, 1997). Brak efektu chemoprewencyjnego
w adaniach klinicznych stwierdzono réwniez dla suplementéw diety zawierajacych
kwas foliowy (Ulrich, 2007), witaminy E i C (Gaziano, 2009) czy selen (Clark, 1996;
Petters, 2008).

W swojej pracy przegladowej zatytulowanej ,,The failure of cancer
chemoprevention” Potter wskazuje na powyzsze przyklady jako dowdd na catkowity
upadek idei chemoprewencji nowotworowej, przynajmniej w takiej formie w jakiej
proponowana byta do tej pory. Uwaza, ze najwigkszym blgdem bylo stosowanie

wyizolowanych bioaktywnych fitozwigzkdw i1 podawanie ich w formie suplementéw
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diety (Potter, 2014). Metabolizm czystych zwiazkéw, niezwigzanych z matrycg ro§linng
rozni si¢ od metabolizmu tych samych zwigzkéw znajdujacych sie w owocach
1 warzywach. W chemoterapii nowotworowej najczesSciej stosuje si¢ mieszaniny kilku
lekéw roznigcych si¢ mechanizmami dziatania, dzieki czemu jest wieksze
prawdopodobienstwo pozbycia si¢ wszystkich zmienionych komoérek, nawet tych
opornych na niektdre z uzytych terapeutykdw. Stad tez coraz czg¢Sciej sugerowane jest
uzycie w miejsce suplementéw diety zawierajacych jedna substancj¢ bioaktywna,
petnych pokarméw badZz mieszaniny kilku bioaktywnych fitozwigzkéw, ktdre
w skojarzeniu  umozliwig eliminacj¢ nawet pojawiajacych si¢ komorek
o nieprawidtowym fenotypie. (Jacobs i in., 2003)

Przyktadowo mate dawki witaminy C, na poziomie dostgpnym w surowych
jabtkach, nie wykazaly zdolnoSci do zahamowania proliferacji komdrek
nowotworowych w przeciwiefistwie do ekstraktow z jabtek (Eberhardt i in. 2000).
Ponadto ekstrakty z calych jabtek (migzsz + skorka) byly bardziej aktywne
od ekstraktow z samego migzszu. Podobnie wygladata sytuacja w przypadku badaf
w modelu zwierzecym, gdzie ekstrakt z catych jabtek hamowat rozwdj indukowanych
guzow sutka w wigkszym stopniu niz ekstrakt z samego migzszu (Liu 1 in., 2005).
Co wazniejsze, badania kliniczne z udziatem me¢zczyzn cierpigcych na raka prostaty
udowodnity, ze dieta bogata w pomidory stanowi skuteczniejszy czynnik
chemoprewencyjny niz suplementacja diety czystym likopenem (Stacewicz-Sapuntzakis
1in., 2005; Boileau i in., 2003).

Innym problemem stosowania suplementéw diety sg ich niefizjologiczne dawki,
wielokrotnie czasem przekraczajace zawarto§¢ danych fitozwigzkéw w zywnoSci.
Jak wspomniano wczeSniej przeciwutleniacze podane w zbyt duzym st¢zeniu moga
wywotywac stres redukcyjny badZ indukowac procesy zwiekszajace stres oksydacyjny
(Korge i in., 2015).

Najnowsza wiedza nie dostarcza uzasadnienia dla podawania suplementéw diety
zawierajacych ~ wyizolowane pojedyncze bioaktywne fitozwigzki. Lepszym
rozwigzaniem jest wzbogacenie diety w wiekszg ilo§¢ warzyw i owocéw. Obecnie

badacze poszukujg odpowiedzi na pytanie dlaczego tak jest.
I1.7. Koncepcja food synergy

Poglady na istotno§¢ sposobu odzywiania dla zdrowia cztowieka z biegiem lat

ulegaly znacznej ewolucji. Za pierwszego uczonego, ktdry zwrécil uwage na te
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zalezno§¢ uznaje si¢ Hipokratesa, ojca wspolczesnej medycyny, ktory 2500 lat temu
powiedziat ,,Niechaj pozywienie bedzie lekarstwem, a lekarstwo pozywieniem” (Mehta
11n., 2010). Przez kolejne stulecia gtdwnym problemem byto zapewnienie dostatecznej
iloSci pozywienia dla rosnacej populacji mieszkancow Ziemi. W XX wieku zadaniem
nauk o zywieniu w kontekScie zdrowia byto przede wszystkim zapobieganie infekcjom
pokarmowym, czyli mikrobiologiczne bezpieczefistwo zywnosci. Zywieniowcy skupiali
swojg uwage takze na witaminach i niezbednych mineratach zawartych w produktach
spozywczych, bowiem jednostki chorobowe powigzane 2z ich niedoborem
lub nadmiarem byty juz poznane (Jacobs 1 in., 2003). W ubiegtym wieku rozwinagt si¢
rowniez poglad, ktéry dzisiaj powoli zostaje wypierany, ze pojedynczy sktadnik
zywnoSci moze wyleczy¢ chorobg. Oile w przypadku niedoboréw okreSlonego
sktadnika zywnoSci zatozenie to znajduje potwierdzenie, o tyle w przypadku choréb
cywilizacyjnych ich podloze jest znacznie bardziej skomplikowane i niezbedna jest
bardziej ztozona interwencja dietetyczna (Jacobs i in., 2003; Liu i in., 2004). Jak
wspomniano w rozdziale 2.1, zmiana stylu zycia sprawila, ze obecnie przyczyna
gléwnych choréb dietozaleznych nie sg juz niedobory substancji odzywczych w diecie,
a raczej nadmiar spozywanych pokarmow, jak rowniez dieta uboga w owoce i warzywa,
wysokokaloryczna 1 ztozona z produktow wysokoprzetworzonych. W przypadku
zwalczanie dietozaleznych dolegliwosci uzycie pojedynczych, wyizolowanych
substancji raczej nie bedzie skuteczne (Jacobs 1 in., 2009, Jacobs 1 in., 2013).

Jak juz wspomniano, liczne badania epidemiologiczne wykazaty, ze regularne
spozywanie owocOw 1 warzyw jest powigzane ze zmniejszeniem zagrozenia chorobami
cywilizacyjnymi przy czym, wyizolowane bioaktywne substancje, takze roSlinne
przeciwutleniacze nie wykazujg tak znaczacych wtaSciwoSci prozdrowotnych jak dieta
bogata w owoce 1 warzywa zawierajace te zwigzki (Liu 1 in., 2005). WyjaSnieniem tego
zaskakujgcego zjawiska moze by¢ zyskujagca w ostatnich latach coraz wieksza
popularno$¢ koncepcja zaproponowanego przez Jacobsa i wsp. (Jacobs i in., 2003).
Synergizmu Zywieniowego (ang. Food Synergy), definiowanego jako addytywny badz
silniejszy niz addytywny wptyw réznych sktadnikéw obecnych w zywnoSci na zdrowie
W celu petniejszego zrozumienia tych zaleznoSci, jak sugeruja jej tworcy, konieczne
jest rozpoczecie od okreSlenia wptywu catych pokarméw na stan zdrowia, a nast¢pnie
szczegotowe  poszukiwania, ktore bioaktywne zwigzki s3 odpowiedzialne
za obserwowang aktywnoS¢ 1 czy moga zachodzi¢ interakcje pomiedzy réznymi

zwigzkami obecnymi w zywnoSci, ktére prowadza do zwiekszenia badZ zmniejszenia
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potencjatu prozdrowotnego. W tym celu moga by¢ wykorzystywane badania
w warunkach in vitro, jak réwniez badania kliniczne 1 epidemiologiczne (Jacobs 1 in.,
2003).

Jednym =z najczgSciej przytaczanych dowodéw na istnienie synergizmu
zywieniowego s3a wyniki badafi epidemiologicznych nad wptywem konsumpcji
petnoziarnistych pokarméw na obnizenie zachorowalnoSci na nieinfekcyjne choroby
przewlekte. Takiego profilaktycznego efektu nie zaobserwowano ani w przypadku diety
zawierajacej podobne kategorie produktow zywnoSciowych, ale wytworzonych
z uzyciem oczyszczonych ziaren, czyli w przypadku suplementacji samym btonnikiem,
co moze wskazywaC na synergistyczne dziatanie blonnika oraz innych zwigzkow
obecnych w pelnym ziarnie (Jacobs i in., 2003). Podobne réznice zaobserwowano
dla innych petnych pokarméw, np. warzyw 1 owocoéw, ktére w poréwnaniu
z wyizolowanymi substancjami wykazywaly duzo wyzszy potencjal prozdrowotny
(Steinmetz i Bowen, 1996; Dutta-Roy, 2002; Fraser i in., 1992; Ellsworth 1 in., 2001;
Kushi i in., 1990).

Dostepne metody badawcze, ktére pozwolityby na ustalenie zaleznoSci migdzy dieta
a zapadalnoScig na choroby cywilizacyjne maja znaczne ograniczenia. W zwigzku
z tym, préby okreSlenia, ktére z substancji obecnych w zywnoSci odpowiadaja za jej
efekty prozdrowotne czesto prowadza do wyciagnigcia falszywych wnioskéw, tak jak
to byto w przypadku oméwionych uprzednio badan nad [3-karotenem. Konieczne staje
si¢ rozwiniecie warsztatu badawczego, ktory umozliwi uzyskanie wiarygodnych
wynikéw dla produktéw zywnoSciowych jako caloSci, a nie tylko wybranych
oczyszczonych substancji. Wyniki takich badan mogtyby, jak to powyzej wspomniano
stanowi¢ punkt wyjScia do poszukiwania pojedynczych substancji bioaktywnych lub ich
grup odpowiedzialnych za potencjal chemoprewencyjny. Proponowana jest réwniez
odwrotna perspektywa tzn. czy wiedza na temat aktywnoSci biologicznej pojedynczych
substancji pozwala wnioskowaé o potencjalnej aktywnoSci mieszanin tych substancji
(Jacobs 1 in., 2012). Innym mozliwym rozwigzaniem jest badanie bioaktywnej
substancji wréznych pokarmach 1 poszukiwanie zbieznoSci w  wynikach,
co pozwolitoby oceni¢ czy efekt prozdrowotny udokumentowany dla czystej substancji
bedzie widoczny niezaleznie od matrycy zywieniowej, w ktdérej ta substancja jest
obecna (Jacobs, 2006). To ostatnie podejScie postanowitam przetestowa¢ w swoich
badaniach dla fitozwigzkéw o charakterze przeciwutleniaczy — antocyjanow i betalain —

o udokumentowanej aktywnosci biologiczne;j.
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II1. CZESC DOSWIADCZALNA

II1.1. Zastosowana aparatura i odczynniki

II1.1.1. Odczynniki chemiczne

Tabela 1 zawiera spis

wszystkich odczynnikéw

w przeprowadzonych badaniach oraz ich producentow.

Tabela 1. Stosowane odczynniki chemiczne

chemicznych uzytych

Nazwa polska Nazwa angielska Producent
2-Propanol 2-Propanol Merck
Sé1 diamonowa kwasu 2,2'- 2,2-Azinobis-(ethyl-2,3- Sigma Aldrich
azynobis(3-etylo-benzotiazolino-  dihydrobenzothiazoline-6-
6-sulfonianowego) (ABTS) sulphonic acid) diammonium salt
Acetonitryl (ACN) Acetonitrile Sigma Aldrich
Albumina Albumin Sigma Aldrich
Test Amesa MPF Ames MPF test Xenometrix
Kwas askorbinowy Ascorbic acid Sigma Aldrich
o-Amylaza o-Amylase Sigma Aldrich
a-Glukozydaza o-Glucosidase Sigma Aldrich
Zestaw do oznaczania aktywnoSci  OxiSelect Cellular Antioxidant Cell Biolabs
przeciwutleniajgcej w komorkach — Activity Assay Kit
typu OxiSelect
Cyjanidyna Cyanidine aglycone Extrasynthese
Chlorek 2 ,4-dinitrobenzenu 2 4-Dinitrobenzene chloride Sigma Aldrich
(CDNB)
Siarczan (VI) miedzi II Copper (II) sulfate (VI) Sigma Aldrich
Kwas 3,5-dinitrosalicylowy 3.5-Dinitrosalicylic acid Sigma Aldrich
(DNS)
a-D-Glukopiranozyd p- p-Nitrophenyl a-D- Sigma Aldrich
nitrofenylu (pNPG) glucopyranoside
S6l disodowa 2,6- 2,6-Dichlorophenolindophenol Sigma Aldrich
dichloroindofenolu (DCPIP) sodium salt hydrate
Eter dietylowy Diethyl eter POCH
2,2-Difenylo-1-pikrylohydrazyl 2,2-Diphenylo-1-picrylohydrazyl ~ Sigma Aldrich
(DPPH)
Dimetylosulfotlenek (DMSO) Dimethyl sulfoxide Sigma Aldrich
Kwas etylenodiaminotetraoctowy Ethylenediaminetetraacetic acid Sigma Aldrich
(EDTA)
Alkohol etylowy Ethanol POCH
Chlorek zelaza (I1I) Iron (III) chloride Sigma Aldrich
Siedmiowodny siarczan (VI) Iron(II) sulphate heptahydrate Sigma Aldrich
zelaza (I1T)
Odczynnik Folin-Ciocialteu Folin-Ciocialteu reagent Merck
Kwas mrowkowy Formic acid Merck
Glukotrapeolina Glucotrapeolin AppliChem
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Glutation (GSH)

Kwas chlorowodorowy
Nadtlenek wodoru

Kwas indolo-3-octowy (I3AA)
Indolo-3-acetonitryl (I3ACN)
Indolo-3-karbinol (I3C)
3,3’-Diindolometan (DIM)
Mréwczan imidazolu

Jod krystaliczny

Kwas siarkowy VI

Alkohol metylowy
Izotiocyjanian metylu (MITC)
Izotiocyjanian allilu (AITC)
Izotiocyjanian fenylu (PITC)
Izotiocyjanian benzylu (BITC)
Izotiocyjanian fenyloetylu
(PEITC)

Izotiocyjanian 3-
metylotiopropylu (3-MTPITC)
Sulforafan (SEN)
N-acetylo-L-cysteina (NAC)
Weglan sodu
1,2-Benzenoditiol

Agaroza o niskiej temperaturze
topnienia (LPM)

Agaroza o normalne;]
temperaturze topnienia (NMP)
Bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazolo)-
2.5-difenylo-2H-tetrazolu (MTT)
Chlorek sodu

Fosforan dinukleotydu
nikotynoaminoadeninowego
(NADPH)

Wodorotlenek sodu

n-Heksan

Octan etylu

Bufor fosforanowy - sél
fizjologiczna buforowana
fosforanami (PBS)

Chlorek potasu
Diwodorofosforan potasu
Wodorofosforan potasu

Jodek potasu

Sinigryna

Diweglan sodu

Nadsiarczan sodu

Winian sodowo-potasowy
Siarczan sodu

Skrobia

Sulfataza

Glutathione
Hydrochloric acid
Hydrogen peroxide
Indole-3-acetic acid
Indole-3-acetonitrile
Indole-3-carbinol
3,3’-Diindolylemethane
Imidazol formate
Iodide crystals

Sulfuric acid

Methanol

Methyl isothiocyanate
Allyl isothiocyanate
Phenyl isothiocyanate
Benzyl isothiocyanate
Phenylethyl isothiocyanate

3-(Methylthio)propyl
isothiocyanate
Sulforaphane
N-acetyl-L-cysteine
Sodium carbonate
1,2-Benzenedithiol

Low melting point agarose

Normal melting point agarose

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide
Sodium chloride

-Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate

Sodium hydroxide
n-Hexan

Ethyl acetate

Phosphate buffered saline

Potassium chloride
Potassium phosphate monobasic
Potassium phosphate dibasic
Potassium iodide

Sinigrine

Sodium dicarbate

Sodium persulfate

Sodium potassium tartrate
Sodium sulfate

Starch

Sulfatase

Sigma Aldrich
POCH
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

P.P.H Standard
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
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Sybr Green

2 4 ,6-tri-pirydylo-S-triazyna
(TPTZ)

Pozywka McCoy’s SA Medium
Modified

Ptodowa surowica cieleca (FBS)
Penicylina/Streptomycyna
Trypsyna w roztworze EDTA
Kwas trifluorooctowy
Tris(hydroksymetylo)aminometan

Eter polimeru glikolu
polietylenowego i p-tert-
oktylofenolu

Kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-
tetrametylochromano-2-
karboksylowy (Trolox)

Sybr Green
2 4 ,6-tris(2-pyridyl)-S-triazine

McCoy’s SA Medium Modified

Foetal bovine serum
Penicilin/Streptomycin
Trypsin EDTA solution
Trifluoroacetic acid

Trisma base
(tris(hydroxyamino)methane)
Triton X100 (4-(1,1,3,3-
tetramethylbutyl)phenyl-
polyethylene glycol solution)
6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic
acid

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

II1.1.2. Aparatura badawcza

Aparat Soxhleta

V V V V VYV V

Chromatograf HPLC -

Technologies)

v

Agilent

Aspirator — Integra Vacusafe (Integra Biosciences AG)

Homogenizator — SilentCrusher M (Heidolph)

Homogenizator Dounce’a (Sigma Aldrich)

1200 Series

Instrument (Pickering Laboratories, Inc)

vV V V VYV V V

Kolumny chromatograficzne:

Chromatograf HPLC LC-200 (Eksigent)

Detektor QTRAP MS 5500 (AB Sciex)

Chromatograf Micro-HPLC LC200 (Eksigent)
Detektor TripleTOF 5600 MS (AB Sciex)

Inkubator — Heal Force Smart Cell, HF90 (Heal Force)

X Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mm, 3,5 um) (Agilent)

X HALO C18 (50 x 0,5 mm, 2,7 um) (Eksigent)

X HP AQ RP-C18 (150 x 4,6 mm, 3 um) (Grace Altima)
X PFP 100A (150 x 4,6 mm, 5 um) (Kinetex)
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Urzadzenie do derywatyzacji postkolumnowej Pinnacle PCX Derivatization
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YV V V V

vV VvV

vV VvV

vV V V V V V V VYV VY

X Gemini C18 (50 x 0,5 mm, 3 um) (Phenomenex)
X XBridge C18 (150 x 2,1 mm, 3,5 um) (Waters)
X DB-23 (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) (J&W Scientific)

Komora laminarna — Airstream ESCO Class II BSC (ESCO)

Y.aznia ultradZwigkowa — Ultrasonic Cleaner (VWR)

Liofilizator — CHRIST Alpha 1-4 LD plus (SciQuip)

Mikroskop fluorescencyjny wyposazony w kamere 1 oprogramowanie
Metasystem — Metafer (Zeiss)

Mikroskop odwrdcony - Juli Smart fluorescent cell analyzer (Digital Bio)
pH-metr Seven Easy (Mettler Toledo)

Refraktometr Abbego ze skalg cukrowa 1 obiektywem Carl Zeiss Jena 291925
(ZEISS)

Spektrofotometr - Nanodrop 2000¢ (Thermo Scientific)

Spektrofotometryczny czytnik ptytek UV/VIS - model TECAN Infinite M200
(TECAN)

Spryskiwacz do ptytek TLC 108540 DC 0084-5433 (Merck)

Termoblok — QDB4 (Grant)

Titrator T70 (Mettler Toledo)

Waga analityczna — Excellence (Mettler Toledo)

Wagosuszarka MAC 110 (Radwag)

Wiréwka — model Heraeus Megafuge 16R Centrifuge (Eppendorff)

Wyparka obrotowa — R-300 (Buchi)

Wytrzgsarka - Rotomax 120 (Heidolph)

Zestaw do elektroforezy - Power Pac Basic (BioRad)

II1.1.3. Przygotowanie roztworéw i buforow

Odczynnik miedziowy 0,78 g CuSO,*5H,0 rozpuszczono w roztworze winianu

sodowo-potasowego (0,5 L, 10 mM), réwnolegle 100 g
NaCO; rozpuszczono w 0.5 L NaOH (1 M), po czym
pofaczono oba roztwory; przed uzyciem przefiltrowano i
zmieszano z wodg w stosunku 1:1 (v/v)

DPPH sporzadzono 0,1 mM metanolowy roztwdr rodnika DPPH

(2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl)
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ABTS

DPPH

FC

Bufor octanowy pH 3.6

10 mM roztwor TPTZ

Odczynnik FRAP

Bufor fosforanowy pH 6,5

Bufor KCI-P

Roztwor CDNB

Bufor fosforanowy pH 7,4

Bufor fosforanowy pH 8,5

Bufor lizujcy (A)

Bufor lizujgcy (B)

sporzadzono 7 mM roztwér ABTS (s6l diamonowa kwasu
2,2’-azynobis(3-etylo-benzotiazolino-6-sulfonianowego)
w 2.45 mM roztworze wodnym Na,S,0,, inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 24 h bez dostgpu Swiatta w
celu wytworzenia kationorodnika

sporzadzono 0,1 mM metanolowy roztwoér rodnika DPPH
(2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl)

komercyjnie dostepny odczynnik Folina-Ciocalteu’a
(Merck) zmieszano z wodg w stosunku 1:9 (v/v)

do wodnego roztworu octanu sodu (2,3 mM , 100 mL)
dodano 1,6 mL lodowego kwasu octowego

TPTZ (24.,6-tripirydylo-S-triazyna) rozpuszczono w
0,4 mL HCI (1 M) i uzupetniono wodga do 10 mL

zmieszano bufor octanowy (pH 3,6) z roztworem TPTZ
(10 mM) oraz roztworem FeCl;*6H,O0 (2,2 mM) w
stosunku 10:1:1 (v/v/v)

zmiareczkowano 17,5 % (w/v) roztwér K,HPO,
roztworem 13,5 % (w/v) KH,PO, do uzyskania pH 6,5

przygotowano roztwor EDTA (7.4 % w/v) oraz KCIl (2,3
% w/v) w buforze fosforanowym o pH 6,5

4 mL roztworu 10 mM CDNB (1-chloro-24-
dinitrobenzenu) w etanolu (96 %) dodawano po kropli do
196 mL buforu fosforanowego pH 6.5 ogrzewanego do
temperatury 55 °C umieszczonego na mieszadle
magnetycznym z funkcjg grzania

wodne roztwory NaH,PO,*2H,O0 (40 mM) oraz
Na,HPO,*12H,0 (9 mM) zmieszano w stosunku 4:1
(v/v), ustalono pH i dodano wody w stosunku 1:1 (v/v)

wodny roztwér KH,PO, (02 M ) miareczkowano
roztworem K,HPO, (0,2 M | do uzyskania pH 8)5,
otrzymany bufor rozcienczono wodg w stosunku 1:1 (v/v)

odwazono 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA oraz 1,2 g Trizma-
base/Tris. Skfadniki wsypano do 0,8 L wody i mieszajac
dodano NaOH (okoto 7 g/L), ustalono pH na poziomie
10,0 (stosujac NaOH lub HCI), uzupetniono objgtos¢ do 1
L woda, ponownie sprawdzono pH

przygotowano 100 mL 10% (v/v) roztworu wodnego
Tritonu X-100
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Petny bufor lizujgcy zmieszano bufor lizujacy (A) 1 bufor lizujacy (B)
w stosunku 9:1 (v/v) (np. 90 mL A + 10 mL B na 20

szkietek)

Bufor elektroforetyczny 12 g NaOH rozpuszczono w wodnym roztworze EDTA (1
mM, 0,8 L), ustalono pH > 13 (pH = 13,3), uzupetniono
wodado 1L

Bufor neutralizujgcy przygotowano 1 L wodnego roztworu Trizma-base/Tris

(0,4 M), ustalono pH na poziomie 7,5 za pomoca HCl.

Bufor TE rozpuszczono 1,576 g Tris-HCl w 0,8 L wodnego
roztworu EDTA (1 mM), ustalono pH na poziomie 7.5 za
pomoca NaOH, dopetniono woda do 1 L

Sybr Green odczynnik Sybr Green rozcieficzono przy uzyciu DMSO
w stosunku 1:9 (v/v), a nastepnie przed uzyciem roztwor
rozcieficzono za pomocg buforu TE w stosunku 1:1000

Mianowany roztwor jodu odwazono 1,25 g jodku potasu i rozpuszczono w 50 mL.

jodku potasu (0,01 M) wody. Odwazono 0,65 g jodu krystalicznego i1 powoli
dodawano do roztworu jodku potasu ciggle mieszajac. Po
rozpuszczeniu wigekszoSci jodu powoli matymi porcjami
dodawano wode do objetosci 1 L, az do catkowitego
rozpuszczenia si¢ jodu. Przechowywano bez dostgpu
Swiatfa.

Bufor fosforanowy pH 6,9  zmiareczkowano 17,5 % (w/v) roztwor K,HPO,
roztworem 13,5 % (w/v) KH,PO, do uzyskania pH 6,9

Roztwor DNS przygotowano 1 % (w/v) roztwér DNS (kwasu 3,5-
dinitrosalicylowego) w 0,4 M roztworze NaOH w 12 %
wodnym roztworze winianu sodowo-potasowego

II1.1.4. Materiat badawczy

Materiat ro§linny do badafi pochodzit z prywatnych zbioréw lub zostat zakupiony
na lokalnym targu owocowo-warzywnym. Opuncje zostaly przywiezione
z miejscowosci Camerino we Wtoszech, a fioletowy kalafior z Sycylii, okolice Katanii.
Poniewaz nie byly znane odmiany badanych owocow 1 warzyw, jak rowniez brak byto
informacji odno$nie ich zbioru, udokumentowano, ze charakteryzowaty si¢ one
typowym profilem zwigzkéw bioaktywnych poréwnywalnym z uprzednio
publikowanymi wynikami badan. W zwigzku z tym, ze wiekszoS§¢ roSlin zostata

zakupiona na lokalnym targu odzwierciedlaja one odmiany dostepne dla okolicznych
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spotecznoSci. W przypadku badan stuzacych charakterystyce botanicznej celowe bytoby
poznanie odmian i warunkéw wzrostu badanych roSlin, oraz prze§ledzenie sezonowej
zmiennoSci skladu badanych roslin. Poniewaz prowadzone badania maja stuzy¢ nie tyle
charakterystyce roSlin, co zbadaniu powigzafi miedzy zawartoScia zwigzkow
bioaktywnych, a aktywnosScig biologiczng badanych roslin, nie byt celowy wktad pracy
1 ponoszenie kosztow na prowadzenie szczegétowych analiz botanicznych. Ze wzgledu

na zawartoS¢ zwiazkow bioaktywnych material roSlinny zostat podzielony na 3 grupy:

Tabela 2. Ro§liny zawierajace lub nie pigmenty z grupy BETALAIN

(iitélllillll;k Nazwa lacinska Odmiana Skrot Zdjecie
z6tta YOp
Opuncja Opuntia ficus ,
fipgow:‘]l ]jn dicaJ;. pomaraficzowa OOp
czerwona ROp
biaty WBeet
Burak Beta vulgaris L.
czerwony RBeet
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Tabela 3. Rosliny zawierajace lub nie pigmenty z grupy ANTOCYJ ANOW

Gat’u.nek Nazwa lacifiska Odmiana Skrét Zdjecie
rosliny

z6tta YRas

Malina Rubus idaeus L.
czerwona RRas
biate WGra

Winogrona Vitis vinifera L.
czerwone RGra
biata WCur

Ribes rubrum L.
Porzeczka czerwona RCur
Ribes nigrum L. czarna BCur
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Morwa

Morus alba L.

biata

WMul

Morus nigra L.

czarna

BMul

Tabela 4. Warzywa z rodziny Brassicaceae zawierajace lub nie pigmenty z grupy

ANTOCYJANOW
Gat’u.nek Nazwa lacifiska Odmiana Skrot Zdjecie
rosliny
biata WCab
Brassica
Kapusta oleracea L. var.
capitata L.
czerwona RCab
biaty WCau
Brassica
Kalafior oleracea L. var.
botrytis L
fioletowy PCau
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II1.2. Opis stosowanych procedur badawczych

I11.2.1. Przygotowanie ekstraktéw roslinnych

Jadalne czgSci roSlin zostaly umyte, zamrozone (-20 °C), zliofilizowane
1 rozdrobnione w mozdzierzu. Tak przygotowane liofilizaty przechowywano w temp.
zamrazalniczej (-20 °C) do czasu przeprowadzenia analiz.

W celu przygotowania ekstraktow roSlinnych odwazono 0.4 g wczeSniej
przygotowanego liofilizatu 1 dodano 5 mL wody dejonizowanej. Nastepnie
przeprowadzono ekstrakcje wspomagang ultradZwigkami przez okres 10 min, po czym
probke odwirowano (3000 rpm, 20 min., 4°C) w celu oddzielenia pozostatoSci
liofilizatu od uzyskanego ekstraktu wodnego. Procedure ekstrakcji przeprowadzono
dwukrotnie i uzyskane ekstrakty potaczono i przechowywano w temp. -20 © C do czasu
analizy. Ekstrakty uzywane do testow biologicznych zostaly dodatkowo poddane

sterylizacji przy uzyciu filtrow strzykawkowych 0,2 pm Millex GP (Millipore).

II1.2.2. Oznaczanie zawartoSci substancji odzywczych w badanych roslinach

111.2.2.1. Oznaczenie zawartoSci wody
Surowy materiat roSlinny (ok. 2 g) suszono w temperaturze 105°C

z wykorzystaniem wagosuszarki MAC 110 (Radwag, Poland) do uzyskania statej masy.
Zawarto§¢ wody obliczono zgodnie ze wskazéwkami AOAC (1980) ze wzoru:

zawarto$¢ wody = 1 - (sucha masa/mokra masa)*100%.

111.2.2.2. Oznaczenie zawartosci cukrow metodg refraktometryczng
Zawarto$¢ cukrow w ekstraktach z badanych par roSlin oznaczono z uzyciem

metody refraktometrycznej opisanej przez Bagdacha i Pluszyfiskieo (1967). W tym celu
kilka kropel badanej probki umieszczono na dolnym pryzmacie refraktometru (Abbe
Refractometer, Carl Zeiss Jena 291925) i rozprowadzono réwnomiernie na calej
powierzchni pomiarowej. Po opuszczeniu gérnego pryzmatu, oSwietlono lampa pole
widzenia 1 ustawiono w nim ostrg 1 wyrazng lini¢ rozgraniczajaca jasng i ciemng czgS¢
obrazu. Na uzyskanej w ten sposob granicy pol ustawiono Srodek krzyza widocznego
w unetce refraktometru. Nastepnie ze skali cukrowej refraktometru odczytano
zawarto$S¢ cukréow w prébie w % (v/v). Badanie przeprowadzono w temperaturze

pokojowej, kazdy pomiar wykonano w trzech powtdrzeniach.
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111.2.2.3. Oznaczenie zawartosci biatka
Ekstrakty roSlinne do pomiaru zawartoSci biatka przygotowano poprzez

homogenizacj¢ 0,07 g liofilizatu w roztworze chlorku sodu (1 mL, 0,5 M)
sporzadzonego w buforze fosforanowym (20 mM, pH 7.4). Proces rozdrabniania
przeprowadzono za pomoc3 homogenizatora SilentCrusher M (Heidolph). Nastepnie
homogenizaty odwirowano (5000 rpm, 10 min, 4 °C) w celu usuni¢cia czastek statych,
a zawartoS¢ biatka oznaczono w otrzymanej cieczy zebranej znad osadu. Przygotowano
rowniez roztwor wzorcowy albuminy o stezeniu 04 mg/mL, ktéry postuzyt
do sporzadzenia rozcienczonych roztworéw (zakres 0,01 — 0,4 mg/mL) i uzyskania
krzywej kalibracyjne;j.

Calkowita zawartoS$¢ biatka w ekstraktach roSlinnych zostata oznaczona metoda
Lowry’ego opisang przez Waterborg (2009). Do 2 mL odczynnika miedziowego
(procedura przygotowania w punkcie 3.1.3) dodano 0,2 mL badanego ekstraktu badz
roztworu wzorcowego albuminy 1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze
pokojowej (okoto 20 °C). Nastgpnie dodano po 2 mL odczynnika Folina-Ciocalteu
(rozcieficzonego wodg w stosunku 1:17 v/v) 1 inkubowano przez 15 minut w 55 °C.
Zmierzono absorbancj¢ probek przy diugosci faliA = 650 nm. Zawarto$¢ biatka
w badanych ekstraktach obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej uzyskanej

dla albuminy (y = 0,8265x +0,1187; R*=0,991).

111.2.2 4. Oznaczenie zawartosci witaminy C
Zawarto$¢ witaminy C w badanych ekstraktach roSlinnych zostala oznaczona

za pomocg miareczkowania potencjometrycznego zgodnie z procedurg opisang
przez producenta titratora - Application M167-2011 (Mettler Toledo T70).

Okreslenie miana jodu w roztworze jodku potasu. Przygotowano 30 mL wodnego
roztworu witaminy C o znanym stezeniu (100 ppm). Roztwor przygotowano w ciemnej
butelce bezposrednio przed uzyciem. Do naczynka pomiarowego titratora przeniesiono
10 mL roztworu witaminy C oraz 10 mL roztworu kwasu siarkowego (2 M) 1 poddano
miareczkowaniu z uzyciem metody m167T7xsok. Dla §wiezo przygotowanego titranta
aparat powinien wskazac takg zawarto$¢ witaminy C jaka miat roztwor wyjsciowy.

Okreslenie zawartosci witaminy C w probce. 30 mL ekstraktu roSlinnego
rozcienczonego 2 M kwasem siarkowym (10 % v/v) wprowadzono do naczynka
pomiarowego titratora w ktdrym umieszczono elektrode pomiarowg oraz kapilare

doprowadzajaca titrant. Miareczkowanie rozpoczeto roztworem mianowanym jodu
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w jodku potasu (0,01 M) poprzez ustawienie odpowiedniego programu.
Miareczkowanie prowadzono az do przekroczenia punku miareczkowania.

Po zakonczonym miareczkowaniu pojawia si¢ wynik zawartosci witaminy C w prébce

(mg/kg).

111.2.2.5. Oznaczenie zawartosci ttuszczu
ZawartoS¢ ttuszczu oraz sktad kwaséw tluszczowych zostaty oznaczone wediug

normy PN-EN ISO 659:1999, tylko dla prébek roSlin z rodziny Brassicaceae (kapust
1 kalafioréw), poniewaz w przypadku pozostatych roS§lin zawartoS¢ tluszczu jest bardzo
niska.

Liofilizaty z kapust i kalafioréw (4 g) zostalty odwazone do gilz ekstrakcyjnych 1
umieszczone w aparacie Soxhleta. Ekstrakcje frakcji lipidowej prowadzono przez 8 h z
uzyciem 200 mL n-heksanu. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano przy uzyciu
rotacyjnej wyparki prézniowej R-300 (Buchi), a otrzymang frakcje lipidowg zwazono
za pomocg wagi analitycznej XS204 (Metler-Toledo) 1 przeliczono jej zawartoS¢ na 1 g

suchej masy.

111.2.2.6. Oznaczenie sktadu kwasow ttuszczowych
Oznaczenie sktadu kwasow ttuszczowych (KT) w probkach kapust i kalafiorow

przeprowadzono zgodnie z metodg opisang w normie: EN ISO 5509 2000, ktéra
wykorzystuje proces estryfikacji do pochodnych metylowych w celu uzyskania lotnych
produktéw umozliwiajacych analiz¢ przy uzyciu techniki chromatografii gazowe;.

Frakcja lipidowa uzyskana w wyniku ekstrakcji w aparacie Soxhleta zostata
przeprowadzona w estry metylowe KT. W tym celu 0,1 mL prébki umieszczono
w szklanej amputce, dodano kamyk wrzenny oraz metanolowy roztwér KOH (1 mL 0,5
mM). Mieszanin¢ zmydlano w tazni glicerynowej w temperaturze 80 °C przez 10 min,
nastepnie dodano 2 mL 15 % (v/v) BF; 1 kontynuowano reakcj¢ estryfikacji
przez 10 min. Po tym czasie amputk¢ schiodzono i dodano po 2 mL n-heksanu
1 nasyconego roztworu NaCl.

Analiza sktadu KT zostala przeprowadzona przy uzyciu chromatografu gazowego
Perkin Elmer Autosystem XL sprzezonego z detektorem plomieniowo-jonizacyjnym
(FID) oraz wyposazonego w dzielnik strumienia i kolumn¢ DB-23 (30 m x 0,25 mm,
0,25 pwm) (J&W Scientific). IloSciowa 1 jakoSciowa analiza kwaséw tluszczowych

zostala przeprowadzona na podstawie prostych kalibracyjnych otrzymanych
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dla substancji wzorcowych. ZawartoS¢ kwasow tluszczowych wyrazona zostata jako %

catkowitej zawartoSci KT.

I11.2.3. Charakterystyka badanych par warzyw i owocéw pod katem zawartosci
substancji biologicznie aktywnych

111.2.3.1. Sporzgdzenie profili przeciwutleniaczy za pomocq techniki TLC
Ekstrakty wodne badanych par warzyw i owocoéw zostaty nalozone na ptytke

TLC (silica gel HPTLC 60 F254, 20 x 10 cm; 0,25 mm; Merck, Germany) za pomoca
szklanej kapilary. Faza ruchoma skfadata si¢ z octanu etylu, kwasu mréwkowego
1 dejonizowanej wody zmieszanych w stosunku 6:1:1 (v/v/v). Detekcja rozdzielonych
przeciwutleniaczy zostata przeprowadzona poprzez spryskanie (spryskiwacz do plytek
TLC 108540 DC 0084-5433, Merck) uzyskanych chromatograméw roztworami ABTS,
DPPH Iub FCR (sposéb przygotowania roztworéw jest opisany w punkcie III.1.3).
Otrzymane chromatogramy dokumentowano bezpoSrednio po wyschnieciu za pomoca

skanera.

111.2.3.2. Okreslenie sktadu i zawartosci zwigzkow fenolowych w ekstraktach
owocowych

Skfad i1 zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w badanych ekstraktach owocowych
zostaty oznaczone zgodnie z procedurg opisang wczesniej (Kusznierewicz i in.,2011).
Do analizy wykorzystano system Agilent 1200 Series HPLC-DAD-MS. Polifenole byty
rozdzielane na kolumnie Agilent Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mm, 3,5 um). Objetos¢
dozowanej do ukfadu chromatograficznego probki wynosita 10 pL. Faza ruchoma
sktadata si¢ z 2 sktadnikéw: sktadnik A - 4,8 % (v/v) roztwér kwasu mréwkowego
w wodzie iskfadnik B - metanol. Poczatkowy sktad fazy ruchomej wynosit 98 %
sktadnika A 12 % sktadnika B, koncowy 50 % A 1 50 % B. Natezenie przeptywu fazy
ruchomej w trybie liniowej elucji gradientowej wynosifo 0,8 mL/min, a czas analizy
30 min. Po przejSciu przez detektor DAD, eluat zostat wprowadzony do detektora mas
sprzgzonego z elektrorozpylaniem (ESI) dziatajacego w trybie jonéw pozytywnych
i negatywnych. Temperatura gazu suszacego (azot) wynosita 350 °C. Detektor mas
dziatal w zakresie od 100 do 1200 jednostek masy atomowej (amu). Dane uzyskane ze
spektrometru mas byly zbierane 1 analizowane przy uzyciu oprogramowania
Chemstation Rev.B.04.02. W przypadku braku odpowiednich wzorcéw, podstawag

do identyfikacji zwigzkéw bylo poréwnanie czasOw retencji i sygnatu z detektora mas
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((IM+H]*, [M+H] oraz jonéw fragmentacyjnych (m/z) z dostgpnymi danymi
literaturowymi. Zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych w ekstraktach owocowych oznaczano
korzystajac z metody wzorca zewnetrznego. Do wyznaczenia st¢zenia poszczegdlnych
analitow wykorzystywano odpowiednie réwnanie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej
dla wilaSciwego wzorca badZz gléwnego przedstawiciela danej grupy substancji
fenolowych: kwasu chlorogenowego dla pochodnych kwasu hydroksycynamonowego
(325 nm), kwasu galusowego dla pochodnych kwasu hydroksycynamonowego (270
nm), kwercetyny dla flawonoli (360 nm), glukozydu cyjanidyny dla antocyjanéw oraz

katechiny dla flawan-3-oli (270 nm).

111.2.3.3. Sporzqdzenie profili przeciwutleniaczy za pomocq derywatyzacji
postkolumnowej

Profile przeciwutleniaczy obecnych w ekstraktach ro§linnych uzyskano technika
derywatyzacji postkolumnowej z uzyciem odczynnika ABTS wprowadzanego do eluatu
z kolumny HPLC przy uzyciu urzadzenia Pinnacle PCX Derivatization Instrument
(Pickering Laboratories, Inc., USA) zgodnie z procedura opisang wczeSnie] przez
Kusznierewicz 1 in. (2011). Roztwér odczynnika ABTS sporzadzono przez
rozcienczenie roztworu ABTS (procedura przygotowania opisana w II1.1.3.) metanolem
do stezenia 30 % (v/v).

Nategzenie przeptywu odczynnika do derywatyzacji wynosito 0,2 mL/min.
Reakcja redukcji rodnika ABTS prowadzona byta w petli reakcyjnej ogrzewanej
do temperatury 130 °C. Pozostale parametry pracy chromatografu HPLC byly takie
same jak w punkcie poprzednim. Profile przeciwutleniaczy uzyskiwano podczas reakcji
odczynnika ABTS ze zwigzkami redukujagcymi obecnymi w eluacie 1 rejestrowano za
pomoca detektora UV-Vis monitorujacego zmiany absorbancji rodnika przy 734 nm.
Profile przeciwutleniaczy uzyskane ta metoda umozliwity okreSlenie, ktore
ze zwigzkOw obecnych w analizowanych probkach maja najwigkszy wplyw na

aktywno§$¢ przeciwutleniajacg badanych ekstraktow roSlinnych.

111.2.3 4. Okreslenie sktadu i zawartosci kwasow fenolowych i flawonoli w probkach
roslin z rodziny Brassicaceae

Sktad 1 zawartoS¢ kwaséw fenolowych i flawonoli w ekstraktach z kapust
1 kalafior6w  zostala oznaczona zgodnie z metoda opisang  wczeSniej
przez Wiczkowskiego 1 in. (2016) we wspétpracy z dr hab. inz. Wiestawem

Wiczkowskim (Instytut Rozrodu Zwierzat i Badaf Zywnosci PAN, Olsztyn). Liofilizat
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(0,05 g) poddano ekstrakcji wspomaganej ultradZzwigkami (30 s) z uzyciem 80 % (v/v)
wodnego roztworu metanolu (1 mL). Nastepnie estrakt wymieszano na worteksie (30 s),
poddano dziataniu ultradzwiekéw (30 s), ponownie wymieszano i zwirowano (5000 x g,
4°C, 5 min). Otrzymany ekstrakt przeniesiono do nowej probowki wiré6wkowej; proces
ekstrakcji powtdrzono 5 razy. Analiza polifenoli w otrzymanych ekstraktach zostata
przeprowadzona z uzyciem systemu HPLC LC-200 (Eksigent, USA) sprzezonego
z detektorem QTRAP MS 5500 (AB SCIEX, USA) 1 wyposazonego w kolumn¢g HALO
Ci5 (0,5 x 50 mm, 2,7 um, Eksigent, USA). Zastosowano nastgpujace parametry analizy
chromatograficznej: temperatura kolumny 45°C, natezenie przeptywu fazy ruchome;j
15 pL/min, obj¢tos¢ probki dozowana do uktadu 2 yL. Fazg ruchoma stanowity: 0,95 %
(v/v) wodny roztwor kwasu mréwkowego (A) oraz 095 % roztwor kwasu
mrowkowego w acetonitrylu (B). Zostal uzyty tryb elucji gradientowej: 5 % B przez
0,1 min, 5 — 90 % B w ciaggu 1,9 min, 90 % B przez 0,5 min, 90 — 5 % B w ciagu
02min i 5 % B przez 0,3 min. IloSciowa 1 jakoSciowa analiza polifenoli obecnych
w badanych prébkach zostala przeprowadzona z wykorzystaniem metody MRM

(Multiple Reaction Monitoring) przy uzyciu odpowiednich substancji wzorcowych.

111.2.3.5. Okreslenie sktqdu zawarto$ci antocyjanow w probkach roslin z rodziny
Brassicaceae

Oznaczenia jakoSciowe i iloSciowe zwigzkéw z grupy antocyjanéw w probkach
kapust 1 kalafiorow zostaty przeprowadzone wedlug metody opisanej wczesniej przez
Wiczkowskiego 1 in. (2013) we wspétpracy z dr hab. inz. Wiestawem Wiczkowskim
Antocyjany wystepujace w probkach roslin kapustowatych ze wzgledu na bardziej
skomplikowang budowe zostaly oznaczone odmienng metoda niz w przypadku prébek
owocOw zawierajacych te grupe polifenoli. W zwigzku z wyzszym stopniem
glikozylacji antocyjandw w probkach ro§lin z rodziny Brassicaceae wystapil problem
z ich jakoSciowa analizg z uzyciem HPLC-MS. Zdecydowano wigc o zmianie metody
analizy tych zwigzkéw na wykorzystujaca detektor MS/MS (QTRAP 5500 (AB SCIEX,
USA) wyposazony w potrjny kwadrupol, putapke jonowa i jonizacje
z elektrorozpylaniem, coumozliwifo  precyzyjng  identyfikacj¢  antocyjanow
1iloSciowg analize¢ na podstawie krzywych kalibracyjnych uzyskanych dla substancji
wzorcowej - cyjanidyny.

Ekstrakty do analizy antocyjanéw w probkach ro§lin z rodziny kapustowatych

zostaty przygotowane w nastgpujacy sposob. Do 0,05 g liofilizatu dodano 1 mL
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mieszaniny ekstrakcyjnej o sktadzie (metanol : woda : kwas trifluorooctowy w stosunku
0,58 : 0,38 : 0,04 v/v/v). Nastepnie mieszaning dwukrotnie poddano dzialaniu
ultradZzwigkow przez 30 s. Ekstrakty zwirowano (13000 rpm, 4 °C, 10 min) 1 klarowny
ekstrakt przeniesiono do nowej probowki. Caly proces ekstrakcji powtdrzono dla tej
samej probki piec razy, ekstrakty potaczono i poddano analizie chromatograficzne;j.
Analiza chromatograficzna probek ekstraktow zostala przeprowadzona
z uzyciem systemu HPLC Shimadzu (Japonia) sprz¢zonego z detektorami DAD oraz
MS/MS. Anality rozdzielano w kolumnie XBridge C18 (150 x 2,1 mm, 3,5 pum).
Objetos¢ ekstraktow dozowana do uktadu wynosita 5 pL. Faza ruchoma sktadata sie z
6 % (v/v) kwasu mréwkowego w wodzie (A) oraz 6 % (v/v) kwasu mréwkowego
w acetonitrylu (B), a natgzenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 0,2 mL/min.
Zastosowano program elucji gradientowej: 3 — 17 % B w ciggu 0 - 77 min, 17 - 80 % B
w ciggu 77 — 80 min, 80 — 3 % B w ciggu 80 — 84 mini 3 % B przez 84 — 105 min.
Analityczna dtugos¢ fali wynosita 520 nm. Analiza iloSciowa antocyjanéw w badanych
probkach zostalta wykonana na podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej
dla standardowych roztworéw wzorca cyjanidyny w zakresie stezefi 0,3 — 40 puM.
Identyfikacja poszczegdlnych antocyjandw zostala przeprowadzona na podstawie
poréwnania czasOw retencji, widm UV-Vis oraz fragmentacji MS/MS z otrzymanymi

wczesniej dla substancji wzorcowych, badZ danych literaturowych.

111.2.3.6. Okreslenie sktadu i zawartosci betalain w probkach burakow i opuncji
figowej
Ekstrakty do analizy sktadu betalain w probkach burakéw i opuncji figowe;j

zostaty przygotowane w nastgpujacy sposob. Do 0,05 g liofilizatu dodano 1 mL
ekstrahenta o skfadzie woda : metanol : kwas mrowkowy zmieszanych w stosunku
8495 : 15 : 0,05 v/v/v). Nastgpnie mieszaning dwukrotnie poddano dziataniu
ultradzwigkéw przez 30 s. Ekstrakty odwirowano (13000 rpm, 4 °C, 10 min),
a uzyskany klarowny ekstrakt przeniesiono do nowej probowki. Caty proces ekstrakcji
powtdrzono dla tej samej probki piec¢ razy, ekstrakty pofaczono i poddano analizie
chromatograficzne;.

Analiza chromatograficzna betalain zostata przeprowadzona z uzyciem systemu
micro-HPLC LC200 Eksigent (Kanada) sprz¢zonego z detektorem DAD oraz MS/MS
(TripleTOF 5600 MS, AB Sciex, Kanada) we wspétpracy z dr hab. inz. Wiestawem
Wiczkowskim (Sawicki i in., 2016). Ekstrakty dozowano do kolumny Gemini C18
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(50 x 0,5 mm, 3 um). Objetos¢ dozowanych do uktadu probek wynosita 5 pL. Faza
ruchoma sktadata si¢ z 0,012 % (v/v) kwasu mréowkowego w5 % (v/v) wodnym
roztworze amoniaku (A) oraz 0012 % (v/v) kwasu mréwkowego w35 %
acetonitrylowym roztworze amoniaku (v/v) (B). Natezenie przeptywu fazy ruchome;j
wynosito 25 pL/min. Zastosowano program elucji gradientowej: 0 % B przez 0,5 min,
0-90 % B w ciggu 0,5 - 2 min, 90 % B przez 2 — 2,5 min, 90 — 0 % B przez 2,5 -
2,7min), 0 % B przez 2,7 — 3 min. Analiza iloSciowa betalain w badanych prébkach
zostata wykonana przy pomocy krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla standardowych
roztworOw wzorcOw betaniny zakresie stezen 0,3 — 2 pM oraz wulgaksantyny I
w zakresie stezen 0,5 — 3 pM. Identyfikacja poszczegdlnych betalain zostata
przeprowadzona na podstawie poréwnania czasOw retencji, widm UV-Vis
oraz fragmentacji MS/MS z otrzymanymi wcze$niej dla substancji wzorcowych, badz

danych literaturowych.

111.2.3.7. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej przy wykorzystaniu testow
spektrofotometrycznych

Do kolorymetrycznego oznaczenia aktywnoSci przeciwutleniajacej uzyto
standardowe testy spektrofotometryczne wykorzystujace rodniki ABTS 1 DPPH
oraz odczynnik FC. Pomiary prowadzono zgodnie z procedurg opisang wczeSniej przez

Kusznierewicz i in., (2011).

Test ABTS

Zasada tego testu polega na pomiarze spadku absorbancji kationorodnika ABTS™,
w wyniku jego redukcji przez przeciwutleniacze zawarte w badanej probce. Rodnik
ABTS™ (Rys. 8) powstaje podczas reakcji znadsiarczanem sodowym tworzgc
niebieskozielony kationorodnik (Kusznierewicz i in., 2011). Utlenienie nastg¢puje
natychmiast, jednakze maksymalng wartoS¢ absorbancji oraz petng stabilno$¢
kationorodnik uzyskuje po uplywie 6 godzin. Dlatego roztwor ten sporzadzono

24 godziny przed wykonaniem pomiaréw.

NH4O3S S S SO3NH4
N - ITJ
C,H,

I
C,Hs

Rys. 8. Struktura kationorodnika ABTS (2,2-azynobis(3-etylobenzotilino-6-sulfonian)
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Przed pomiarami roztwér wyjSciowy rodnika ABTS sporzadzony wedtug
przepisu przedstawionego w rozdziale III.1.3 rozciefczano metanolem do uzyskania
absorbancji réwnej 0,7 przy diugosci fali 734 nm. W celu oznaczenia aktywnoSci
przeciwutleniajgcej badanych ekstraktow roslinnych do 1 mL rozcieficzonego roztworu
rodnika ABTS dodano 10 pL badanego ekstraktu, badz roztworu Troloxu. Mieszaning
reakcyjng inkubowano w temperaturze pokojowej (20 °C) przez 15 minut, a nastepnie
zmierzono absorbancje przy dtugosci fali A = 734 nm. AktywnoS$¢ przeciwutleniajaca
analizowanych prébek wyrazono jako liczb¢ réwnowaznikéw Troloxu (Rys. 12),
przypadajaca na probke liofilizatu o masie 1 g na podstawie krzywej kalibracyjnej
(Tabela 5). Pomiar absorbancji przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru Thermo

Scientific NanoDrop 2000c.

CH
HO 0

OH

H.C o)

CH

CH,

3

Rys. 9. Struktura Troloxu (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy).

Tabela 5. Réwnania krzywych kalibracyjnych sporzadzone dla substancji wzorcowych
wykorzystywane do przeliczania aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow w testach ABTS,
DPPH, FC i FRAP.

Roéwnanie krzywej Wspdtczynnik
Test Wzorzec kalibracyjnij J detegmingcji R®
ABTS Trolox y =-0,196x + 0,734 0,987
DPPH Trolox y =-0,449x + 1,052 0,984
FC Trolox y =0,2672x + 0,045 0,999
FRAP FeSO,*7H,0 y=0,072x 0,985
Test DPPH

Zasadg tej metody jest spektrofotometryczny pomiar spadku absorbancji rodnika
azowego DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) (Rys. 10) spowodowany jego
redukcja pod wplywem dzialania przeciwutleniaczy obecnych w badanej probce.
W roztworze reakcyjnym obserwuje si¢ zmian¢ barwy z purpurowej na z6ttg. Zmiana
ta jest monitorowana przy A = 515 nm (Kusznierewicz, i in. 2011).

Przed pomiarami wyjSciowy roztwér DPPH (100 uM) rozcieficzano za pomocg
metanolu do uzyskania absorbancji 1,0 przy dtugosci fali 515 nm. W celu oznaczenia

aktywnoSci  przeciwutleniajacej badanych ekstraktow roSlinnych do 1 mL
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rozcienczonego roztworu rodnika DPPH dodano 30 pL badanego ekstraktu, badz
roztworu Troloxu. Roztwor reakcyjny inkubowano w temperaturze pokojowej (20 °C)
przez 15 minut, a nastgpnie zmierzono absorbancj¢ przy dtugosci faliA = 515 nm.
AktywnoS¢ przeciwutleniajaca analizowanych prébek wyrazono jako liczbe
rownowaznikow Troloxu (Rys. 9), przypadajaca na probke liofilizatu o masie 1 g
na podstawie krzywej kalibracyjnej (Tabela 5). Pomiar absorbancji przeprowadzono

przy uzyciu spektrofotometru Thermo Scientific NanoDrop 2000c.

N—N‘DNOZ

Rys. 10. Struktura rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl).

Test Folina-Ciocalteu’a

Zasada tego testu polega na pomiarze wzrostu wartoSci absorbancji odczynnika
F-C, wywotanej reakcja z aktywnymi grupami hydroksylowymi substancji obecnych
w badanych ekstraktach roSlinnych. Odczynnik Folina-Ciocalteu‘a jest mieszaning
wolframianu sodu (Na:WOs), molibdenianu sodu (Na2MoOs), siarczanu litu (Li2SOs4),
wody bromowej oraz stg¢zonych kwasoéw solnego oraz ortofosforowego. W miarg
postepu reakcji nastgpuje redukcja odczynnika F-C itworzy si¢ (PMoWiiOuo)s- -
zwigzek o zielono-niebieskiej barwie, ktéry wykazuje maksimum absorpcji przy A =
750 nm (Kusznierewicz i in., 2011).

W celu oznaczenia aktywnoSci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow
roslinnych do 1 mL wodnego roztworu odczynnika F-C (10 % v/v) dodano 100 pL
badanego ekstraktu, badZ roztworu Troloxu. Roztwory inkubowano w temperaturze
pokojowej (20 °C) przez 15 minut, a nastepnie zmierzono absorbancj¢ przy dlugosci
fali A =750 nm. Aktywno$¢ przeciwutleniajacg analizowanych probek wyrazono jako
liczbe rownowaznikéw Troloxu (Rys. 9), przypadajaca na probke liofilizatu o masie 1 g
na podstawie krzywej kalibracyjnej (Tabela 5). Pomiar absorbancji przeprowadzono

przy uzyciu spektrofotometru Thermo Scientific NanoDrop 2000c.
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Test FRAP

Metoda FRAP polega na redukcji przez przeciwutleniacze zéttego kompleksu
Fe(Illl) z 24,6 tri-pirydylo-S-triazyng (TPTZ, Rys. 11) do intensywnie niebieskiego
kompleksu Fe(II)/TPTZ (Benzie i Strain, 1996). Wynik analizy wykonanej metoda

FRAP okresla zdolno$¢ badanej prébki do redukcji jonu zelazowego.

Rys. 11. Struktura TPTZ - 24,6 tri-pirydylo-S-triazyny.

W celu oznaczenia aktywnoSci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow
roslinnych do 1 mL roztworu FRAP (procedura przygotowania opisana w III.1.3.)
dodano 100 pL badanego ekstraktu, badZz roztworu FeSO,*7H,O. Mieszning
inkubowano w temperaturze 37 °C przez 30 minut, a nastgpnie zmierzono absorbancj¢
przy dtugosci fali A = 583 nm. Aktywno$¢ przeciwutleniajacg analizowanych probek
wyrazono jako liczbe rownowaznikéw FeSO,*7H,0O, przypadajaca na probke liofilizatu
o masie 1 g na podstawie krzywej kalibracyjnej (Tabela 5). Pomiar absorbancji

przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru Thermo Scientific NanoDrop 2000c.

111.2.3.8. Okreslenie sktadu i zawarto$ci glukozynolanow w kapuscie i kalafiorze
W celu oznaczenia zawartoSci glukozynolanéw w badanych prébkach warzyw

kapustowatych zastosowano standardowa metod¢ ISO-9167-1 z modyfikacjami
dotyczacymi sposobu detekcji analitow opisanymi wczesniej przez Kusznierewicz 1 in.,
(2013). Liofilizat (0,2 g) ekstrahowano dwukrotnie za pomoca 3 mL 70% wrzacego
metanolu. W trakcie pierwszej ekstrakcji, do prébek dodano po 0,2 mL 5 mM wodnego
roztworu glukotropaeoliny (GTL) jako wzorca wewngtrznego do analizy iloSciowe;.
Glukozynolany (GLS) zostaly nastepnie poddane oczyszczaniu na kolumnie
wypetnionej ztozem (0,5 mL) z zywicy anionowymiennej DEAE-Sephadex A-25.
Kolumna byta uprzednio kondycjonowana z uzyciem mréwczanu imidazolu (2 mL,
6 M) 1 dwukrotnie 1 mL wody dejonizowanej, po czym naniesiono na nig 6 mL
badanego ekstraktu. Nastepnie dodano 0,2 mL roztworu sulfatazy (Helix pomatia, typ

HI, >10 000 U/g, Sigma Aldrich) o stezeniu 1,67 mg/mL w celu przeprowadzenia
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reakcji desulfatacji. Po uptywie 24 h desulfo-GLS poddano elucji za pomoca wody
dejonizowanej (2 x 0,75 mL) i analizie przy uzyciu systemu LC-DAD-ESI-MS (Agilent
Technologies) na kolumnie Grace Altima HP AQ RP-C18 (150 x 4,6 mm, 3 um). Faza
ruchoma sktadata si¢ z wody (A) 1 roztworu 20 % (v/v) roztworu acetonitrylu w wodzie
(B). Proces rozdzielania prowadzono w temperaturze 30°C przy natgzeniu przeptywu
fazy ruchomej 1 mL/min, w trybie elucji gradientowej: 5 % B - 100 % B
w ciggu 10min, a nastgpnie w trybie elucji izokratycznej 100 % B przez 10 - 25 min.
ObjetoS¢ dozowanej do ukfadu probki wynosita 30 uL. Detekcje¢ prowadzono
przy uzyciu detektora DAD przy ditugosci faliA = 229 nm. Identyfikacje GLS
przeprowadzono na podstawie analizy jondéw fragmentacyjnych z widm MS
zarejestrowanych przy wykorzystaniu API-ESI-MS (Agilent 6130 Quadrupole LC/MS)

i danych literaturowych (Kusznierewicz i in., 2013)

111.2.3.9. Okreslenie sktad i zawartoSci izotiocyjanianow (ITC) i indoli w kapuscie
i kalafiorze

Catkowita zawartoS¢ izotiocyjanianow (ITC) w prébkach roslin kapustowatych
zostata oznaczona za pomoca metody Zhanga (Zhang i in., 1996) z modyfikacjami
(Pilipczuk 1 in., 2017), a sktad poszczegdlnych ITC w prébce oznaczono metoda
wykorzystujacag derywatyzacje analitow N-acetylo-cysteing (NAC) (Pilipczuk i in.,
2017). Schemat przygotowania probek do oznaczefi zawartoSci 1 skfadu
najwazniejszych produktow rozpadu GLS (ITC, indole) zostal przedstawiony
na Rys. 12.

Oznaczenie catkowitej zawartoSci ITC zmodyfikowana metoda Zhanga
(Pilipczuk 1 in., 2017) zostata przeprowadzona w uktadzie faz odwréconych przy uzyciu
systemu HPLC Agilent 1200 sprzezonego z detektorem DAD. Ekstrakty przygotowane
do tych analiz wedlug wytycznych przedstawionych na Rys. 12 dozowano (30 pL )
do kolumny Kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 5 um). Faza ruchoma sktadata si¢ z 0,1 %
(v/v) kwasu mréwkowego w wodzie (A) oraz 0,1 % (v/v) kwasu mroéwkowego
w acetonitrylu (B). Natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 1 mL/min.
Zastosowano nastepujacy program elucji gradientowej: 60% B przez O - 12 min, 60 —
100% B w ciagu 12 — 15 min. Chromatogramy rejestrowano przy dlugosci fali réwnej

365 nm.
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Przygotowanie ekstraktéw
- Sporzadzenie 0,01 M bufor fosforanowy pH 7.4 (procedura w 111.1.3)
- Dodanie 10 mL buforu fosforanowego pH 7,4 do 0.4 g liofilizatu

v
Inkubacja 37 °C,3 h

v
Wirowanie 5000 rpm, 4 °C, 10 min

v
SPE
- Kondycjonowanie kolumieniek — 3 mL metanolu, 3 mL wody
- Naniesienie probek
- Suszenie ztoza
- Elucja izopropanolem (1 mL)

250 pL 100 pL 500 pL
[=] v a v a v

ITC - NAC ITC - Zhang Indole
- Dodanie 250 pL. - Dodanie 500 pL buforu .

roztworu NAC (02 M fosforanowego pH 8,5

N-acetylocysteina w 0,2 (II1.1.3.)

M roztworze NaHCO,; - Dodanie 500 pL

izopropanolu

- Dodanie 100 pL roztworu
benzoditiolu w izopropanolu

v v
Inkubacja 50 °C, 1 h

v \4

Wirowanie 13000 rpm, 4 °C, 5 min

v v \4

Analiza chromatograficzna

Rys. 12. Schemat procedury analitycznej stosowany na etapie przygotowania prébek do
oznaczania zawartosci i sktadu produktéw rozpadu GLS.
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Oznaczenie iloSciowe ITC w badanych probkach zostalo wykonane
na podstawie prostej kalibracyjnej sporzadzonej dla standardowych roztworéw wzorca
1,3-benzeneditiolo-2-tionu (produkt reakcji ITC z odczynnikiem derywatyzujacym 1,3-
benzenoditiolem) w zakresie stgzen 0,01 — 10 mM.

W celu oznaczenia sktadu ITC wykorzystano reakcj¢ derywatyzacji tych
analitow z N-acetylo-cysteing (Pilipczuk 1 in., 2017) . Do rozdzielenia powstatych
ditiokarbaminianéw postuzyt system HPLC Agilent 1200 sprzg¢zony z detektorem
DAD. Warunki reakcji derywatyzacji za pomocg NAC przedstawiono na schemacie
(Rys. 12). Probki po derywatyzacji (10 pL) dozowano do kolumny Kinetex PFP (150 x
4,6 mm, 5 um). Faza ruchoma sktadata si¢ z 0,1 % (v/v) kwasu mrowkowego w wodzie
(A) oraz 0,1 % (v/v) kwasu mréwkowego w acetonitrylu (B). Natezenie przeptywu fazy
ruchomej wynosito 1 mL/min. Zastosowano program elucji gradientowej: 5 % — 40 % B
w ciggu 0 - 15 min, 40 % - 65 % B w ciagu 15 - 20 min, 65 % - 100 % B w ciagu 15 -
25 min, 100 % B. Calkowity czas analizy wynosit 30 min. Chromatogramy
rejestrowano przy dtugosS¢ fali 272 nm (analityczna dtugos¢ fali ditiokarbaminiandw).
IloSciowe oznaczenie poszczegdlnych ITC zostalo wykonane przy uzyciu krzywych
kalibracyjnych otrzymanych dla odpowiednich wzorcowych substancji.

Ekstrakty otrzymane po procesie SPE (Rys. 12) zostaty rowniez wykorzystane do
oznaczenia zawartoSci indoli w badanych prébkach Do rozdzielania podobnie jak w
przypadku ITC uzyta zostata kolumna Kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 5 um). Faza
ruchoma skfadata si¢ z 0,01 % (v/v) kwasu mréwkowego w wodzie (A) oraz
acetonitrylu (B). Zastosowano tryb elucji gradientowej liniowej gdzie stosunek
acetonitrylu do wody zmienial si¢ od 10 % do 100 % w ciggu 20 min. Natezenie
przeptywu fazy ruchomej wynosito 1 mL/min. Obj¢to§¢ dozowanej do uktadu probki
wynosita 20 uL. Do detekcji rozdzielonych indoli wykorzystano detektor
fluorescencyjny (FLD). Chromatogramy rejestrowano przy dilugoSci fali emisji 1
wzbudzenia fluorescencji réwnej odpowiednio 360 nm 1 280 nm. Krzywe
kalibracyjne do oznaczenia iloSciowego utworzone zostaly w wyniku integracji pol
pod powierzchnig piku dla roztworéw wzorcowych indoli: I3C, I3ACN, I3AA i DIM

o roznych stezeniach.
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I11.2 4. Charakterystyka aktywnoSci biologicznej esktraktéw z owocow i warzyw

111.2.4.1. Prowadzenie hodowli komdrkowej
W badaniach wykorzystywano linie komoérkowa ludzkiego gruczolaka jelita

grubego HT29, ktdéra pochodzita z kolekcji American Type Culture Collection (ATCC).
Komoérki hodowano na pozywce zawierajacej 2,2 g/L. Na,CO; z dodatkiem 10 % (v/v)
FBS oraz antybiotykow w stezeniu 60,35 mg/L. penicyliny G oraz 0,1 mg/L
streptomycyny. Hodowla byta prowadzona w naczyniach hodowlanych o powierzchni
75 cm® w inkubatorze, ktéry zapewniat state warunki §rodowiska (temperatura 37 °C,

wilgotnos$¢ 95% i1 zawartos¢ CO, 5%).

111.2 4.2. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej w komorkach z uZyciem testu
CAA (od ang. Cellular Antioxidant Activity)

Test CAA (Rys. 13) powstat w celu zastgpienia chemicznych metod oznaczania
aktywnoSci antyoksydacyjnej, na postawie ktorych, jak pokazalo doSwiadczenie,
na ogét nie mozna przewidzie¢ efektu dzialania zwigzkéw przeciwutleniajacych
w warunkach in vivo. Badania z wykorzystaniem testu CAA sg prowadzone w ukfadach
komoérkowych, czyli w fizjologicznym zakresie pH 1 temperatury. Dodatkowo
uwzglednia on biodostgpnoS$é, dystrybucje oraz metabolizm przeciwutleniaczy
w obrebie komorki, zatem w duzym stopniu odzwierciedla zachowanie badanych
zwigzkéw w warunkach in vivo (Wolfe 1 in., 2007; Chen 1 in., 2015; Wen i in., 2015).
W celu oznaczenia aktywnoSci przeciwutleniajacej w komorkach ludzkiego raka jelita
grubego HT29 wykorzystano dostgpny komercyjnie zestaw OxiSelect Cellular
Antioxidant Activity Assay Kit (Green Fluorescence, Cell Biolabs Inc. Cat. No. STA-
349). Komorki HT29 zostaly zaszczepione na czarnych ptytkach 96-dotkowych z
przezroczystym dnem stuzacych do pomiaru fluorescencji (ok. 10000 komoérek/dotek w
0,15 mL pozywki McCoy’s). Komodrki inkubowano w optymalnych warunkach do
osiggniecia ok. 90 % zageszczenia. Nastgpnie usunieto pozywke znad komorek,
przemyto przyklejone komorki za pomocg roztworu soli (HBSS - Hank’s Balanced Salt
Solution, Sigma Aldrich). W dalszym etapie komorki traktowano przez 1 h roztworami
kwercetyny (0,05 mL) o réznych stezeniach (krzywa kalibracyjna), badZ badanymi
ekstraktami roSlinnymi (0,05 mL) rozcieficzonymi z uzyciem PBS do koncowego
stezenia 1 % (v/v) oraz dodatkowo sonda fluorescencyjng DCFH-DA (0,05 mL).

Nastepnie po inkubacji odciggnieto ciecz znad komorek, komarki przeptukano 3-krotnie
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HBSS. Nastepnie dodano 0,1 mL roztworu Zrédta RFT 1 mierzono fluorescencje przez
lh w odstgpach 5-min (ex A = 480 nm; em A = 530 nm). Spadek fluorescencji
w poréwnaniu z probkami kontrolnymi Swiadczyt o aktywnoSci przeciwutleniajacej
badanych ekstraktow roSlinnych. Aktywno§¢ przeciwutleniajgca zostala odczytana
z krzywej kalibracyjnej otrzymanej dla roztworu wzorcowego kwercetyny (0 —

2000 uM) 1 wyrazona jako rownowazniki kwercetyny (QE umol/g d.w.).

Rys. 13. Schemat przemian 2’,7’-dichlorofluorescyny zachodzacych w komdrkach
podczas testu CAA (opracowany na podstawie Wolfe i in., 2007). Zastosowane skréty
nazw chemicznych odnosza si¢ do: AOx — przeciwutleniacz, DCFH-DA - dioctan 2’,7’-
dichlorofluorescyny, DCFH — 2’°,7’-dichlorofluorescyna, DCF — dichlorofluoresceina, ABAP —
dichlorowodorek 2,2’-azobis(2-amidynopropanu), RFT — Reaktywne Formy Tlenu, ROO -
rodnik nadtlenkowy.

111.2.4.3. Oznaczanie zdolnosSci hamowania wzrostu komorek ludzkiego raka jelita
grubego HT29 przy uiyciu testu MTT

Zdolno$¢ badanych ekstraktow ro§linnych do hamowania wzrostu komorek raka
jelita grubego zostala oznaczona z uzyciem metody opisanej wczeSniej przez Koss-
Mikotajezyk 1 in. (2015). Komorki raka jelita grubego HT29 zaszczepiono na ptytkach
96-dotkowych (15 tysiecy komorek na dotek w 0,15 mL pozywki). Nastgpnie komarki
inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37 °C w celu przyklejenia komorek
do podioza. Po tym czasie traktowano je badanymi ekstraktami w réznych stezeniach
(1-15% v/v) przez 3, 6, 24 1 72 godziny. Kontrole stanowity komorki nietraktowane
ekstraktami. Po tym czasie do kazdego dotka dodano 50 pL roztworu MTT (4 mg/mL)
1 inkubowano przez 4 h w 37 °C w celu redukcji zwigzku wskaznikowego 1 wytracenia

si¢  krysztatow formazanu. Pozywke znad krysztatow usunigto, a krysztaty
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rozpuszczono w 50 pL DMSO 1 odczytano absorbancj¢ uzyskanych roztworow
przy diugosci fali 540 nm (TECAN). Zdolnos¢ badanych ekstraktow do zahamowania
wzrostu badanych komorek przedstawiono jako Skumulowany Indeks PrzezywalnoSci
(SIP) bedacy suma pdl powierzchni pod krzywymi zaleznoSci stopnia zahamowania
wzrostu (%) od stezenia badanego ekstraktu. Im nizsza wartoS¢ SIP tym silniejszy efekt

cytotoksyczny badanego ekstraktu.

111.2 4.4. Oznaczenie wlasciwo$ci genotoksycznych badanych ekstraktow roslinnych
za pomocq testu kometowego

Test kometowy zostat zastosowany w celu oznaczenia aktywnoSci genotoksycznej
badanych ekstraktow roSlinnych, ale takze ich zdolnoSci do ochrony DNA
przed uszkodzeniami wywotanymi stresem oksydacyjnym.

W pierwszym przypadku komorki raka jelita grubego zaszczepiono na ptytki 24-
dotkowe w ilosci 100 000 komorek na dotek w 1,8 mL pozywki i pozwolono im rosnaé
do osiagnigcia 80 % zageszczenia. Po tym czasie do hodowli dodano po 0,2 mL
ekstraktow roSlinnych (koncowe stezenie ekstraktu 10% v/v), badZ roztworu PBS
(kontrola negatywna). Komorki inkubowano z ekstraktami przez 24 h w 37 °C. Po tym
czasie do kontroli pozytywnej dodano 10 pL. H,O, (stgzenie koncowe w pozywce 100
uM) 1 inkubowano przez 1 h w 37 °C. Po zakonczeniu inkubacji usuni¢to medium
hodowlane, komorki odklejono od dna naczynia z uzyciem roztworu trypsyny,
zwirowano (1540 x g, 4°C, 5 min) i usuni¢to ciecz znad osadu. Osad komorek
zawieszono w 1 mL PBS 1 ponownie zwirowano. Nastepnie po usuni¢ciu cieczy znad
osadu, komorki zawieszono w 40 uL. PBS i przeniesiono do 150 pLL wodnego roztworu
0,5 % (w/v) agarozy LMP podgrzanego do temperatury 40 °C. Nastepnie zawiesing
przeniesiono w 2 porcjach po 40 uL na szkietka mikroskopowe pokryte wczesniej 1 %
(w/v) roztworem agarozy NMP i przykryto szkietkami nakrywkowymi. Preparaty
umieszczono na lodzie na okres 5 min w celu zastygnigcia agarozy. Po tym czasie
usuni¢to szkietka nakrywkowe, a preparaty umieszczono w buforze lizujacym (sktad
podano w punkcie III.1.3.) na okres 12 h. Po tym czasie przeprowadzono elektroforeze
preparatéw w warunkach alkalicznych (pH 13,3) przez 30 min (26 V, 300 A).
Po zakoficzeniu elektroforezy, preparaty wyptukano: kolejno dwukrotnie w buforze
neutralizujagcym (skfad podano w punkcie III.1.3.), wodzie oraz 70 % (v/v) etanolu
1 pozostawiono do wyschniecia. W celu analizy uszkodzei DNA, preparaty

mikroskopowe poddano barwieniu z uzyciem barwnika Sybr Green (sktad podano
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w punkcie III.1.3) i analizowano z uzyciem system Metafer 4 (MetaSystem, Zeiss). Dla
kazdego preparatu analizowano 2 x po 200 kolejnych komet. Uszkodzenia DNA

przedstawiono z uzyciem parametru % DNA w ogonie.

111.2.4.5. Oznaczenie zdolnoSci badanych ekstraktow roslinnych do ochrony DNA
przed uszkodzeniami wywotanymi stresem oksydacyjnym za pomocq testu
kometowego

W przypadku oznaczania zdolnoSci badanych ekstraktéw roSlinnych do ochrony
DNA przed uszkodzeniami wywotanymi stresem oksydacyjnym komorki zaszczepiono
1 inkubowano w badanymi ekstraktami tak samo jak w poprzednim punkcie, jednakze
w tym przypadku dodawano H,O, nie tylko do kontroli pozytywnej, ale réwniez
do komorek traktowanych badanymi ekstraktami. Nastepnie kontynuowano oznaczenia
zgodnie z metodykg opisang w poprzednim punkcie. Wyniki uzyskane dla komoérek
inkubowanych z badanymi ekstraktami oraz H,O, poréwnano z tymi uzyskanymi
dla komoérek traktowanych samym H,O,1 na tej podstawie wnioskowano o zdolnoSci

ekstraktow do ochrony DNA przed uszkodzeniami.

111.2.4.6. Oznaczenie wptywu badanych ekstraktow roslinnych na aktywnosé
enzymow Il fazy detoksykacji

Przygotowanie frakcji cytozolowych

Komorki raka jelita grubego HT29 o gestosci 0,1 mln/mL zaszczepiono
w naczyniach hodowlanych o powierzchni 25 cm* w 10 mL pozywki. Na kazdy badany
ekstrakt przygotowano 3 naczynia; dodatkowo przygotowano réwniez 3 naczynia
hodowlane z komoérkami kontrolnymi, ktdre nie bylty traktowane badanymi ekstraktami.
Po 72-godzinnej inkubacji w 37 °C odciggnigto medium hodowlane idodano
do komorek 9 mL Swiezej pozywki oraz 1 mL ekstraktu ro§linnego (koficowe stezenie
ekstraktu 10% v/v), badz 1 mL pozywki w przypadku komorek kontrolnych. Komérki
inkubowano w 37 °C przez 61lub 24 h. Po uptynigciu czasu inkubacji, medium
hodowlane usunig¢to, komdrki przemyto roztworem PBS, dodano 10 mL PBS i komorki
odklejono mechanicznie. Zawiesing przeniesiono do probowek wiréwkowych
1 zwirowano (1000 rpm, 4°C, 5 min). Usuni¢to ciecz znad osadu, komoérki zawieszono
w 250 pL zimnej wody dejonizowanej i pozostawiono na lodzie przez 10 min w celu
specznienia. Po tym czasie dodano 250 pL buforu KCI-P (przygotowanego

wg procedury III.1.3.). Zawiesing homogenizowano za pomoca homogenizatora
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Dounce’a stosujac 30 uderzefi tloka. Homogenizaty zwirowano (13000 rpm, 4°C,
5 min) w celu usunigcia resztek struktur komoérkowych. Uzyskane frakcje cytozolowe
przechowywano w —80 °C do czasu pomiaru aktywnoSci enzymatycznych. ZawartoS¢

biatka oznaczono za pomoca metody Lowry’ego opisanej w punkcie I11.2.2.3.

Oznaczenie aktywnosci S-transferaz glutationowych (GST)

Oznaczenie aktywnoSci GST przeprowadzono w oparciu o metode Habiga,
nazywang takze metoda CDNB. Polega ona na sprzeganiu 1-chloro-2 4-dinitrobenzenu
(CDNB) z glutationem w obecnosci komdrkowych GST, co daje w rezultacie barwny

produkt z maksimum absorpcji przy A = 340 nm (Rys. 14).

GS™ Y NO, NO, NO,

NO, NO," NO;

Rys. 14. Reakcja sprzggania CDNB z glutationem.

Pomiar spektrofotometryczny prowadzony jest dwuetapowo. Pierwszy etap
stanowi nieenzymatyczna samorzutna reakcja CDNB z glutationem (GSH), natomiast
etap drugi po dodaniu frakcji cytozolowej ukazuje catkowita aktywnoS¢ enzymatyczng
GST obecnych we frakcji cytozolowej. Do kuwety spektrofotometrycznej dodano
940 pL roztworu CDNB (przygotowanego wg wskazéwek I11.1.3.) 1 50 pL 100 mM
roztworu GSH. Prowadzono pomiary spektrofotometryczne przy dilugoSci fali
A =340 nm w 37 °C przez 4 min, zbierajac dane co 30 s. Nastepnie do kuwety dodano
10 pL frakcji cytozolowej i kontynuowano pomiar absorbancji przez kolejne 10 min,
co 30 s. Dla kazdej frakcji cytozolowej wykonano po 3 pomiary. Na podstawie
prostoliniowych odcinkéw krzywych kinetyki sprzggania GSH z CDNB wyznaczono
zmiang¢ absorbancji w czasie 1 min dla etapu sprzg¢gania samorzutnego (tfo) oraz zmiang
absorbancji w czasie 1 min dla enzymatycznej reakcji przebiegajacej po dodaniu frakcji
cytozolowej:

C = AA/(g*)),

gdzie: C — zmiana st¢zenia substancji barwnej w czasie 1 min w 1 ml cytozolu
AA —réznica zmian absorbancji (jakich mierzytas§ dwie!) w czasie 1 min

& — wspétczynnik ekstynkcji, ktéry dla CDNB wynosi 9,6¢107
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1 — dtugos¢ drogi optycznej, réwna 1 cm.

AktywnoS¢ enzymatyczng natomiast obliczono ze wzoru:
GST [mU] = (Cer)/c,

gdzie: r — wspolczynnik rozcienczenia, rowny 100

¢ — stezenie biatka w probce

Oznaczanie aktywnosci oksydoreduktazy chinonowej (NQOI)
Oznaczenie aktywnoSci NQOI1 przeprowadzono w oparciu o metode Ernstera
polegajaca na odbarwianiu si¢ niebieskiego roztworu 2,6-dichlorofenolindolfenolu

(DCPIP) wskutek reakcji katalizowanej przez NQO1 (Rys. 15).

Rys. 15. Redukcja barwnego roztworu DCPIP do formy bezbarwnej przez NQOI.

Badanie kinetyki reakcji sktada si¢ z dwodch etapow, oba Sledzone sa
przy A =600 nm. Pierwszy etap stanowi spektrofotometryczny pomiar zmian
absorbancji tta w czasie w wyniku samorzutnej reakcji NADPH z DCPIP. Drugi etap
to pomiar zmian absorbancji po dodaniu frakcji cytozolowe] zawierajacej enzym
NQOI1. Do kuwety spektrofotometrycznej dodano 900 pL. buforu KCI-P (sktad podano
w punkcie III.1.3.) rozcienczonego woda w stosunku 1:8 1 dodano 35 pL roztworu
DCPIP (sktad podano w punkcie II1.1.3.). Pomiar absorbancji prowadzono przez 4 min,
co 30 s, w 37°C. Nastepnie dodano 30 pL frakcji cytozolowej i 30 pl. wodnego
roztworu NADPH (5 mg/mL). Kontynuowano $§ledzenie kinetyki reakcji przez kolejne
S min. Dla kazdej frakcji cytozolowej wykonano 3 oznaczenia. Aktywno$S¢ NQOI1
obliczono w taki sam sposob jak aktywnoS¢ GST, jednakze uwzgledniajac 33,2-krotne

rozcienczenie zamiast 100-krotnego.

I11.24.7. Okreslenie wtasciwoSci mutagennych badanych ekstraktow roslinnych
z uzyciem testu Amesa w wersji MPF

Zdolno$¢ do indukcji mutacji szczepu Salmonella typhimurium TA100

przez badane ekstrakty roSlinne zostata okreSlona za pomoca plytkowej wersji testu
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Amesa MPF (Xenometrix, Switzerland). Podczas wykonywania oznaczen postepowano
zgodnie z procedurg opisang przez producenta testu

(http://www xenometrix.ch/index.php?id=61) (Koss-Mikotajczyk i in., 2016).

Na plytke 24-dotkowa naktadano po 10 pL ekstraktéw roSlinnych, kontroli
pozytywnych (4-NQO - tlenek 4-nitrochinoliny badz 2-AA - 2-aminoantracen) badz
kontroli negatywnej (sterylna woda dejonizowana) na dofek, w 3 powtdrzeniach kazde.
Nastepnie rozcieficzono 24 - godzinng hodowle TA100 (0,35 mL) za pomocg Exposure
Medium (6,65 mL) znajdujacego si¢ w zestawie. Naktadano po 240 pL otrzymanej
mieszaniny do kazdego dotka i ptytki inkubowano w wytrzasarce w 37 °C przez 1,5 h.
Nastepnie do kazdego dotka dodano 2,8 mL medium wskaznikowego, mieszano
za pomocg pipety 1 przenoszono hodowle na ptytke 386 — dotkowa. Kazda probka
zajmowata obszar 48 dotkow. Gotowe ptytki inkubowano w 37 °C przez 48 h, po czym
liczono liczbe dotkéw, ktére zmienity kolor z fioletowego na zoétty, co Swiadczy
o odwrdceniu mutacji w TA100 przez badang probke. W kontroli pozytywnej
odwrdcenie mutacji powinno zajs¢ we wszystkich dotkach, natomiast w kontroli
negatywnej dozwolone s3 jedynie pojedyncze mutacje spontaniczne. Zdolno$¢ badane;j

probki do wywotania mutacji okreSlano jako liczba rewertantow.

111.2.4.8. Okreslenie zdolnosci badanych ekstraktow do inhibicji a-amylazy i o-
glukozydazy

Zdolnos¢ do inhibicji aktywnos$ci a-amylazy.

Wptyw badanych ekstraktow roslinnych na aktywno$¢ a-amylazy okreslono za
pomoca metody opisanej wczeSniej przez Zia-Ul-Haq 1 in. (2011). W metodzie tej
wykorzystano reakcje z z6itym kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS), ktory
w obecnoSci cukrow redukujacych przeksztatcany jest do pomaranczowego kwasu

3-amino-5-nitrosalicylowego (Rys. 16).

Rys 16. Redukcja kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) do kwasu 3-amino-5-
nitrosalicylowego.
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Do 20 uL ekstraktu ro§linnego dodano 20 uL roztworu a-amylazy (0,05 U/ uL)
w 0,1 M buforze fosforanowym o pH = 6,9 (procedura przygotowania opisana
w III.1.3). Mieszanin¢ inkubowano przez 5 minut w 37 °C. Réwnolegle przygotowano
probe kontrolng, do ktdrej zamiast ekstraktu roSlinnego dodano 0,1 M buforu
fosforanowego o pH = 6,9. Dodatkowo przygotowano tto dla kazdej probki badane;j
oraz kontrolnej, do ktérych zamiast enzymu dodano 20 pL buforu fosforanowego.
Przygotowanie tta jest konieczne, poniewaz badane ekstrakty roSlinne moga zawiera¢
cukry redukujace reagujace z substancjg wskaznikowa (DNS), wigc odjecie absorbancji
tta od absorbancji probki eliminuje ewentualne btedy. Kazda probke przygotowano
w 3 niezaleznych powtorzeniach.
Po zakonczeniu inkubacji, do kazdej probki dodano 250 pL roztworu skrobi (1 % w/v).
Probki starannie wymieszano, a nastgpnie inkubowano przez 10 minut w 37 °C.
W wyniku hydrolizy skrobi przez aktywna o -amylaze uwalniane sg dekstryny oraz
maltoza, ktére nastepnie powoduja redukcje odczynnika DNS (Rys. 16). Nastepnie
dodano 200 uL roztworu DNS (1 % w/v, sposob przygotowania w punkcie II1.1.3).
Reakcje redukcji grupy nitrowej kwasu 3,5-dinitrosalicylowego przez cukry redukujace,
prowadzono przez 15 min w temperaturze 100 °C. Wysoka temperatura powoduje
denaturacj¢ enzymu, a to zkolei zatrzymanie reakcji enzymatycznej. Probke
ochtodzono do temperatury pokojowej i przed pomiarem rozcienczono przez dodanie
5 mL wody destylowanej. Nastepnie zmierzono absorbancj¢ roztworu. W przypadku
gdy badany ekstrakt wykazuje zdolno$¢ do inhibicji enzymu ilo$¢ zredukowanego DNS
bedzie malata- stad spadek absorbancji w poréwnaniu z kontrolg. Wyniki
przedstawiono jako % inhibicji aktywnoSci a-amylazy w obecnoSci badanych
ekstraktow w poréwnaniu z probka kontrolng.

(AbsP - AbsTP)
(AbsK - AbsTK)

% inhibicji a-amylazy =1 -

gdzie: AbsP- absorbancja probki
AbsTP — absorbancja tta probki
AbsK- absorbancja kontroli

AbsTK — absorbancja tta kontroli
Zdolnos¢ do inhibicji aktywnosci a-glukozydazy.
Wplyw badanych ekstraktow ro§linnych na aktywnosS¢ a-glukozydazy okreS§lono

za pomocg metody opisanej wczeSniej przez Zia-Ul-Haq 1 in. (2011). W metodzie tej
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wykorzystuje si¢ syntetyczny p-nitrofenylo- o -D-glukopiranozyd (pNPG), (Rys. 17)
ktéory w wyniku hydrolizy katalizowanej przez o -glukozydaz¢ przeksztalca sie
w barwny p-nitrofenol, ktérego stezenie oznacza si¢ spektrofotometrycznie

poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali A =405 nm.

Rys. 17. Struktura pNPG (p-nitrofenylo-a-D-glukopiranozyd).

Do 100 pL badanego ekstraktu roSlinnego dodano 200 pL roztworu o-
glukozydazy (1 U/mL) w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,9. Mieszaning
inkubowano przez 10 min w 37 °C. Réwnolegle przygotowano kontrole, w ktorej
zamiast ekstraktu roSlinnego uzyto te samg objeto$¢ 0,1 M buforu fosforanowego o pH
6.,9. Dodatkowo przygotowano rowniez tlo, w ktérym zamiast enzymu uzyto 0,1 M
buforu fosforanowego. Kazda probke przygotowano w 3 niezaleznych powtdrzeniach.
Po okresie inkubacji, do wszystkich probek dodano 600 pL 0,1 M buforu
fosforanowego o pH 6,9, a nastgpnie 100 pL roztworu 5 mM pNPG. Reakcje
prowadzono przez 5 min w 37 °C. Reakcje enzymatyczng zatrzymano poprzez dodanie
50 pL weglanu sodu (2 M) i dokonano pomiaru absorbancji. A = 405 nm. (Nanodrop).
Wyniki przedstawiono jako % inhibicji aktywnoSci a-glukozydazy w obecnoSci
badanych ekstraktow w poréwnaniu z probka kontrolng, korzystajac z tego samego

wzoru co w przypadku a-amylazy.

Analiza statystyczna

Jesli nie podano inaczej, wszystkie przedstawione wyniki stanowia Srednig z trzech
niezaleznych powtérzen + odchylenie standardowe (SD). Powigzania pomiedzy
sktadem matrycy zywieniowej, zwigzkdw o charakterze przeciwutleniaczy
(w szczegblnoSci antocyjandw oraz betalain) oraz innych bioaktywnych fitozwigzkow
(GLS, ITC, indole) a aktywnoScig biologiczng badanych ekstraktéw ro§linnych byty
analizowane z uzyciem wspofczynnika Pearson’a. IstotnoS§¢ statystyczna rdznic
pomiedzy analizowanymi parametrami zostala ustalona za pomocg testu T-studenta

oraz jednokierunkowej analizy ANOVA z testem Dunneta. P<0,05.
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II1.3. Wyniki i wnioski

II1.3.1. Wprowadzenie

W zwiazku z rosnagcym zagrozeniem chorobami cywilizacyjnymi (WHO, 2014)
oraz przypuszczalnie znaczaca rola zaburzonej homeostazy redoksowej w etiologii tych
choréb (Rahman, i in. 2012), w ostatnich latach nastapit wzrost zainteresowania
roSlinami jadalnymi zawierajacymi zwiazki o charakterze przeciwutleniaczy. Utrwalit
si¢ przy tym poglad o wigkszej zdrowotnosci kolorowych odmian owocoéw 1 warzyw
ze wzgledu na obecne w nich barwniki — antocyjany 1 betalainy, ktore wykazuja
aktywnoS¢ przeciwutleniajacg (Cooke 1 in., 2005; Dudley 1 in., 2008), jednakze
odmiany pozbawione zwigzkéw z tych grup réwniez moga wykazywac dziatanie
biologiczne. Barwniki nie s3 bowiem jedynymi bioaktywnymi naturalnymi
substancjami. Jak to omowiono w Rozdziale II, wuproszczone postrzeganie
prozdrowotnego dziatania warzyw 1 owocow jako pochodnej obecnosSci jednego
sktadnika nie znalazto potwierdzenia (Potter, 2014). W zwiazku z tym sugeruje si¢, ze
badania powinny by¢ kierowane ku wspomnianemu synergizmowi zywieniowemu
(Jacobs i in., 2003; Liu, i in., 2005; Jacobs i in., 2012), gdzie dziatanie biologiczne
przypisywane jest skojarzonemu dziataniu wielu skfadnikow obecnych w pokarmach
roslinnych. Przyjeta przeze mnie strategia badawcza ma na celu sprawdzenie tej
hipotezy dla wybranych grup wtérnych metabolitow o charakterze przeciwutleniaczy,
dla ktérych udokumentowane jest w literaturze naukowej dziatanie chemoprewencyjne.
Wybranych zostato kilka par warzyw 1 owocow nalezacych do tego samego gatunku,
ale roznigcych si¢ zasadniczo zawartoScig takich bioaktywnych fitozwigzkow jak
antocyjany czy betalainy. Poprzez poréwnanie odmian bgdzie mozna wnioskowac o roli
réznigcego je bioaktywnego sktadnika dla wykazywanej przez dang roSling aktywnosSci
biologiczne;j.

Poré6wnywanie = zawartoSci zwigzkow  bioaktywnych oraz  aktywnoSci
biologicznej réznokolorowych odmian owocdéw i warzyw nie jest podejsciem nowym,
gdyz w literaturze spotykane sg publikacje poréwnujace rézne odmiany danej roSliny.
Zazwyczaj jednak publikacje te majg ograniczony zakres i skupiaja si¢ na pordwnaniu
profili zwiazkéw bioaktywnych oraz aktywnoSci przeciwutleniajacej. Generalnie,
w przypadku publikacji poréwnujgcych réznokolorowe odmiany ro§lin jadalnych

mozna spotkac si¢ z trzema podejSciami naukowcodw zajmujacych si¢ tym tematem.
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Pierwsza grupe badaczy charakteryzuje typowo analityczne podejScie do tematu.
Naukowcy z tej grupy skupiaja si¢ tylko i wytgcznie na oznaczeniu zawartoSci 1 sktadu
zwigzkéw o udowodnionej aktywnoSci biologicznej, np. zwigzkéw fenolowych,
antocyjanéw, karotenoidow czy betalain, ewentualnie dodatkowo probuja powigzaé
skfad tych zwigzkéw z aktywnoScig przeciwutleniajacg oznaczong za pomocg metod
spektrofotometrycznych. Na przyktad w publikacji Zhou 1 in. (2007) poréwnano barwe
oraz zawartoS¢ wody 1 karotenoidéw w bialej 1 czerwonej odmianie owocu nieSplika
japonskiego (ang. loquat) nie szukajac jednak zwigzku pomigdzy otrzymanymi
wynikami a aktywnoS$cig biologiczng badanych ekstraktow. Cejudo-Bastante 1 in.
(2014) w swojej publikacji réwniez skupili si¢ na okreSleniu sktadu chemicznego,
a mianowicie poréwnali barwe oraz zawartoS¢ zwigzkow fenolowych 1 betalain
w réznych odmianach oraz czg¢Sciach opuncji figowej. Wykazali, Zze odmiana czerwona
charakteryzuje si¢ wyzsza zawartoScig badanych zwigzkow bioaktywnych od odmian
pomaraficzowej oraz zo6ttej. Nie podjeli jednak proby korelacji tych wynikow
z aktywnoScig biologiczng badanych roSlin. Maataa 1 in. (2001) poprzestali
na poréwnaniu zawartoSci zwigzkéw fenolowych w biatej, czerwonej 1 czarnej
odmianie porzeczki.

Druga grupa naukowcow dokonuje bardziej szczegétowej analizy odmian ro§lin.
Poréwnuja oni badane odmiany pod wzgledem zawartoSci fitozwigzkéw nie tylko tych
o znanej aktywnoSci biologicznej, ale réwniez sktadnikéw odzywczych, np. biatka,
tluszczu, cukrow, sktadnikow mineralnych oraz wody Sumaya-Martinez i in. (2011)
w swoich badaniach nad opuncja figowa oprocz analizy sktadu betalain 1 zwigzkow
fenolowych w biatej, z6ttej, czerwonej i fioletowej odmianie tego owocu oznaczyli
rowniez zawartoS¢ kwasu askorbinowego oraz aktywnoS¢ przeciwutleniajacg badanych
ekstraktow. Jednakze podobnie jak poprzednicy nie prébowali powigzaé otrzymanych
danych z aktywnoScig biologiczng badanych probek. Zgodnie z oczekiwaniami, wyzsze
wartoSci wszystkich badanych parametréw uzyskali dla odmian ciemnych, niz
dla odmian jasnych. Réwniez Sanchez-Sulcedo i1 in. (2015) badajac biatg 1 czarng
odmian¢ morwy sporzadzenia doktadniejsza analiz¢ jej sktadu, tzn. oprécz wykonania
profilu HPLC zwiazkéw fenolowych oraz oznaczenia aktywnoSci przeciwutleniajacej,
rozszerzyli oni zakres badan o wykonanie analizy skladnikéw mineralnych
oraz zawartoSci biatka metodg Kjeldahla. Wykazali oni, ze zawartoS¢ biatka w obu
odmianach jest podobna, natomiast zawartoS¢ zwigzkow fenolowych, sktadnikow

mineralnych oraz aktywnoS¢ przeciwutleniajaca jest wyzsza w przypadku odmiany
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ciemniej. Ercisli 1 Orhan (2007) réwniez poréwnywali bialg i czarng odmiang morwy
pod wzgledem barwy, wagi pojedynczego owocu, zawartosci wody, zwigzkow
rozpuszczalnych w wodzie, suchej masy, pH, kwasowosci, zawartoSci i sktadu kwasow
tluszczowych, zawartoSci kwasu askorbinowego, sktadnikow mineralnych, zwigzkow
fenolowych oraz flawonoidéw. Po analizie uzyskanych wynikéw autorzy doszli
do wniosku, ze waga owocoéw, zawartoS¢ zwiazkéw rozpuszczalnych w wodzie,
zawarto§¢ wody, pH oraz kwasowosS¢ zaleza gtdwnie od warunkéw uprawy oraz
gatunku owocu, anie tylko od barwy badanej odmiany. ZawartoS¢ tluszczu byta
nieznacznie wyzsza w przypadku odmiany czarnej niz bialej. Autorze zauwazyli
natomiast znaczgce roznice w skladzie oznaczonych kwaséw ttuszczowych pomiedzy
odmianami réznych kolorow. Najwyzsza zawartoScig kwasu askorbinowego natomiast
charakteryzowata si¢ odmiana biata, a najwyzszg zawartoScig zwigzkéw fenolowych —
odmiana czarna. Badania te wykazaly roéwniez znaczace rdznice w zawartoSci
sktadnikéw mineralnych, gléwnie azotu, potasu, fosforu i wapnia. Niestety w tej
publikacji rowniez nie zostala przeprowadzona préba powigzania zbadanego sktadu
chemicznego tych odmian z ich aktywnoScig biologiczng. Matsafiji 1 in. (2007)
przeprowadzili doktadne poréwnanie nie tylko zawartoSci karotenoidéw, ale réwniez
tokoferoli, cukréw, kwasOw organicznych oraz aktywnoSci przeciwutleniajacej
ekstraktow z biatej, zielonej, pomaraficzowej oraz czerwonej odmiany papryczki chili.
Odmiana czerwona okazata si¢ bogatszym Zrédtem tokoferoli, cukrow, kwasow
organicznych i przeciwutleniaczy, jednakze tak jak w przypadku poprzednikéw, autorzy
nie zdecydowali si¢ powigza¢ otrzymanych przez nich wynikéw z aktywnoScig
biologiczng badanych préobek.

Trzecia grupa naukowcéw, zajmujaca si¢ problemem najbardziej kompleksowo,
szuka powigzah miedzy zawartoScig zwigzkOéw bioaktywnych oraz czasami réwniez
sktadem matrycy roSlinnej, a aktywnoScig biologiczng badanych odmian z uzyciem
réznych testow stuzacych oznaczeniu tego typu dziatania. Shon 1 in. (2004) poréwnali
zawartoS¢ polifenoli oraz aktywnoS¢ przeciwutleniajaca 1 antymutagenng ekstraktow
z bialej, z6ttej 1 czerwonej cebuli. Jednakze przeprowadzone przez nich badania
wykazaty bardzo staby zwiazek pomiedzy zawartoScia zwigzkéw bioaktywnych
1 aktywnoScig przeciwutleniajagcg badanych odmian cebuli a ich aktywnoScig
przeciwmutagenng. Wszystkie badane ekstrakty wykazaly podobng aktywnoS¢
antymutagenng, co moze Swiadczy¢ o tym, ze to nie oznaczone polifenole odpowiadaty

za tg aktywnoS$¢ a inne sktadniki, ktére znajdowaty si¢ w badanych ekstraktach, a nie
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zostaty oznaczone przez autoréw publikacji. Kim 1 in. (2011) postanowili natomiast
sprawdzi¢ czy istnieje zwigzek pomiedzy zawartoScig zwigzkéw zrodziny fenoli,
a aktywnoScig przeciwutleniajacg 1 zdolnoScig do zahamowania proliferacji komorek
rakowych przez ekstrakty z bialej 1 czerwonej odmiany pitai. Opublikowane wyniki
badan wykazaty silny zwigzek pomiedzy zawartoScia zwigzkéw fenolowych
1 aktywnoScig przeciwutleniajgca a zdolnoScig do zahamowania wzrostu komorek
rakowych. Silng korelacje pomigedzy zawartoScig zwigzkéw fenolowych a aktywnoScia
przeciwutleniajagca 1 przeciwzapalng wykazali rowniez Garcia-Lafuente 1 in. (2014)
w swoich badaniach nad biatg i czerwong odmiang fasoli.

Jak wida¢ poszukiwania korelacji pomiedzy sktadem badanej roSliny a jej
aktywnoScia biologiczng, mimo iz jest coraz bardziej popularnym podejsciem wSréd
naukowcOw zajmujacych si¢ badaniami nad zywnoScia, wcigz jeszcze nie znajduje
znaczacego odzwierciedlenia w literaturze. WigkszoS¢ badaczy wyraznie woli skupié
si¢ na czysto chemicznych oznaczeniach, czesto nie przektadajacych si¢ na faktyczng
aktywnoS$¢ badanych zwigzkéw w uktadach biologicznych.

W niniejszej pracy zastosowano bardziej kompleksowe podejscie do oceny
prozdrowotnej wartoSci wybranych bioaktywnych sktadnikéw. Przede wszystkim
uwzgledniajac obserwacje pochodzace z badafi epidemiologicznych sugerujacych
stabszg aktywnoS¢ biologiczna czystych, wyizolowanych fitozwigzkéw w postaci
suplementéw diety w porownaniu z dieta wzbogaconga w duzg ilo§¢ owocow 1 warzyw
(Potter; 2014, Jacobs i in., 2003; Jacobs i in., 2009; Jacobs i in., 2013), do badan
wybrano wiaSnie cate czeSci jadalne roSlin. Poréwnanie odmian roSlin jadalnych
ordznej pigmentacji nie tylko pod wzgledem zawartoSci gtdwnych substancji
bioaktywnych, ale réwniez tych towarzyszacych oraz odzywczych w powiazaniu
z szeregiem aktywnosci biologicznych pozwolito na przeprowadzenie proby wskazania

wyréznikow chemicznych decydujacych o potencjale prozdrowotnym badanych roslin.

I11.3.2. OKkreslenie zawarto$é substancji odzywcezych w badanych roslinach
jadalnych

OkreSlenie zawartoSci podstawowych substancji odzywczych (wody, biatka,
cukrow, ttuszczu 1 witaminy C) ma nie tyle za zadanie scharakteryzowanie wartoSci
pokarmowej badanych owocow 1 warzyw, co umozliwienie oceny czy dany sktadnik

moze mie¢ wplyw na aktywno$S¢ prozdrowotng roSliny w kontekScie chordb
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cywilizacyjnych. Przyktadowo witamina C i cukry redukujace obecne w roslinach moga
wplywac na procesy redoksowe w przewodzie pokarmowym, a po wchionigciu takze

wspomagac¢ endogenng bariere antyoksydacyjng.

111.3.2.1. Okreslenie zawartoSci substancji odzywczych w odmianach opuncji figowej
i burakow

Analiza skfadu substancji odzywczych obecnych w z6itej (YOp),
pomaraniczowej (OOp) iczerwonej (ROp) opuncji figowe] wykazata wysoki stopien
podobienstwa tych odmian pod wzgledem zawartoSci wody, cukrow 1 biafka.
Oznaczone zawartoSci substancji odzywczych (Tab. 6) byly zblizone do tych
opublikowanych przez Departament Rolnictwa Stanéw Zjednoczonych (USDA),
wedlug ktérych zawartoS¢ wody w opuncji figowej (nie podano odmiany) wynosi
87,55 %, a biatka — 90,9 mg/g s.m. Roznice w zawartoSciach moga wynika¢ z faktu,
ze nie byla okreSlona przez USDA odmiana opuncji uzytych do oznaczef, sposéb
przygotowania probek ani metoda oznaczania. Jednakze generalnie material roSlinny
w zaleznoSci od warunkéw uprawy 1 innych czynnikéw Srodowiskowych moze si¢
charakteryzowaé bardzo odmiennym sktadem nawet dla tej samej odmiany, w zwigzku

z tym pewne, nawet rzg¢du kilkudziesieciu procent, rozbieznoSci nie sg zaskakujace.

Tabela 6. Zawarto$¢ substancji odzywczych w badanych odmianach opuncji figowej i burakéw

Prébka** Woda* Cukry* Bialko* Witamina C*
[%] [%] [mg/g s.m.] [mg/g s.m.]
YOp 80,22 106+0,3 14546 + 12,83 0,78 +0,25*
00p 80,17 115+03 143,19 + 10,81 0,55+0,03"
ROp 81,80 113+0,1 142,77 + 4,99 0,99 +0,02°
WBeet 79,83 10,5+0,3 9,14 +2 03" nw
RBeet 81,29 10,7 +0,6 41,67 5,82 nw

*Podane warto§ci stanowia §rednig + SD z trzech niezaleznych powtdrzen, z wyjatkiem zawartoSci wody,
ktérej pomiar zostal wykonany w jednym powtdrzeniu.

** Oznaczenia probek: YOp — z6tta opuncja, OOp — pomaranczowa opuncja, ROp — czerwona opuncja,
WBeet — biaty burak, RBeet — czerwony burak

“ Dane w tej samej kolumnie oznaczone réznymi literami oznaczaja statystycznie istotne réznice
(obliczone za pomocy testu T-studenta) w zawartoSci danego sktadnika w réznych odmianach

nw — nie wykryto

Statystycznie istotne réznice pomiedzy odmianami opuncji zostaty natomiast

zaobserwowane w przypadku zawartoSci witaminy C (Tab. 6). Najbogatszym jej
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zrodtem okazata si¢ odmiana czerwona (0,99 mg/g s.m), a najubozszym pomaraficzowa
(0,55 mg/g s.m.). Dane literaturowe potwierdzaja, ze spoSréd wszystkich odmian
opuncji najwigkszg zawartoScig witaminy C charakteryzuje si¢ ROp (0,37 mg/g s.m.)
nastepnie OOp (0,3 mg/g s.m.) i1 YOp (0,3 mg/g s.m.) (Albano, 1 in. 2015). Mozna
oczekiwac, ze roznice w zawartoSci witaminy C, ktora jest silnym przeciwutleniaczem,
beda miaty istotny wptyw na aktywnoS¢ przeciwutleniajacg ekstraktow z tych owocow.

W przypadku biatych (WBeet) i czerwonych (RBeet) burakéw zawartoSci wody
1 cukrow byty na podobnym poziomie (Tab. 6), natomiast odmiany te znaczgco rdznity
si¢ zawartoScig biatka, ktérego w czerwonej odmianie bylo ok. czterokrotnie wigcej niz
w biatej (Tab. 6). Wedtug danych USDA w prébkach burakéw zawarto§¢ wody wynosi
87,58 %, biatka — 1999 mg/g s.m., cukréw — 6,76 %, a witaminy C — 0,61 mg/g s.m.
Jesli chodzi o witaming C, to w przypadku burakéw jej zawartoS¢ byta ponizej granicy
oznaczalnoSci uzytej metody. Podobnie jak w przypadku odmian opuncji, réznice
w zawartoSciach w poréwnaniu z danymi literaturowymi wynikajg z faktu, ze nie jest
znany sposob przygotowania probek ani metoda oznaczania stosowana przez USDA.

Przyczyna nieobecnoSci witaminy C w badanych ekstraktach z burakéw oraz
niskiej zawartoSci tego zwigzku w opuncji figowej] w porOdwnaniu z danymi
literaturowymi mogt by¢ sposob przygotowania probki. ZawartoS¢ witaminy C byta
bowiem oznaczana w liofilizatach, a nie w Swiezych roSlinach. Przygotowanie
do liofilizacji oraz sam proces, mimo swojego zachowawczego charakteru, wptywaja
destrukcyjnie na niektdre substancje, w tym witaming C.

Zaskakujaco duze rozbieznoSci pomigdzy uzyskanymi wynikami a danymi
USDA s3 widoczne dla zawartoSci biatka w burakach. Warto$¢ podana przez USDA,
dla buraka bialego jest az 20-krotnie wyzsza od oznaczonej w prezentowanych
badaniach. Mozna jednak przypuszczal, ze amerykanska agencja do oznaczen uzyla
metody Kjeldahla (PN-EN ISO 8968-1:2014-03), standardowo stosowanej
w oznaczeniach biatka w zywnoSci, ktéra polega na oznaczeniu zawartoSci azotu
1 przeliczeniu jej na zawartoS¢ biatka z uzyciem odpowiednich wspétczynnikéw. Buraki
zawieraja jednak wyjatkowo duzg iloS¢ niebiatkowych zwigzkéw azotowych, przede
wszystkim azotandw 1 niebiatkowego aminokwasu betainy (jego nazwa nawet pochodzi
od buraka - tac. Beta vulgaris), co moglo spowodowal zawyzenie danych.
W przypadku odmiany czerwonej, takze betalainy zawieraja azot. W zwigzku
z powyzszym prezentowane w pracy wyniki uzyskane za pomoca metody Lowry’ego

mozna uznaé za bardziej wiarygodne.
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111.3.2.2. Okreslenie zawartoSci substancji odiywczych w odmianach malin,
winogron, morwy i porzeczek

Analiza sktadu substancji odzywczych w zéttych (YRas) 1 czerwonych (RRas)
malinach wykazata, ze zawarto$¢ wody, cukréw oraz witaminy C w obu odmianach jest
podobna, réznig si¢ natomiast zawartoScig biatka, ktora jest znaczaco wyzsza
w przypadku odmiany czerwonej (Tab.7). Wedlug danych USDA w surowych
malinach (nie okreS§lono odmiany kolorystycznej) zawartoS¢ wody wynosi 85,75 %,
biatka — 84 mg/g s.m., cukrow — 4,42 %, a witaminy C — 1,83 mg/g s.m. Rozbieznosci
pomiedzy danymi s3 w granicach oczekiwania dla odmiennych partii materiatu
roSlinnego.

W przypadku biatych (WGra) 1 czerwonych (RGra) winogron wystepuja réznice
w zawartoSci wszystkich substancji odzywczych. ZawartoSci wody oraz witaminy C sg
wyzsze w przypadku odmiany biatej, natomiast zawartoSci cukrow oraz biatka sa
dwukrotnie wyzsze dla odmiany czerwonej (Tab. 7). Wedlug danych USDA
w surowych winogronach (nie okreSlono odmiany kolorystycznej) zawartoS¢ wody
wynosi 80,54 %, biatka — 37 mg/g s.m., cukréw — 15,5 %, a witaminy C — 0,16 mg/g
s.m.

Tabela 7. Zawarto§¢ substancji odzywczych w badanych odmianach malin, winogron, morwy
i porzeczek

Préobka®* Woda* Cukry* Bialko* Witamina C*
[%] [%] [mg/g s,m] [mg/g s,m,]
YRas 88,65 108+0,3 14,94 + 0,36° 1,05+0,20
RRas 86,88 118+03 23,59 + 4,99 1,16 0,02
WGra 83,67* 9.8+05" 62,76 + 4 99° 1,32+0,18*
RGra 77,69° 180+0,5" 118,74 + 12,36" nw’
WMul 83,52 135+0,6 127,89 +2,73* nw
BMul 87,17 128+0,3 223,46 +26,62° nw
WCur 80,13 148+03 66,62 +0,93" 2,20 +0,02°
RCur 84,19 132+03 47,72 +7,69° 2,34 +0,03*
BCur 80,89 147+04 41,58 £522° 4,61 +0,06°

*Podane warto§ci stanowia §rednig + SD z trzech niezaleznych powtdrzen, z wyjatkiem zawartoSci wody,
ktérej pomiar zostal wykonany w jednym powtdrzeniu.

** Oznaczenia prébek: YRas — z6tta malina, RRas — czerwona malina, WGra — biate winogrona, RGra —
czerwone winogrona, WMul — biata morwa, BMul — czarna morwa, WCur — biata porzeczka, RCur —
czerwona porzeczka, BCur — czarna porzeczka

“ Dane w tej samej kolumnie oznaczone réznymi literami oznaczaja statystycznie istotne réznice
(obliczone za pomocy testu T-studenta) w zawartoSci danego sktadnika w réznych odmianach

nw — nie wykryto
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Biata (WMul) i1 czarna (BMul) odmiana morwy charakteryzuja si¢ zblizong
zawartoScig cukru i brakiem witaminy C. Odmiana czarna zawiera wiecej wody 1 biatka
niz odmiana biala (Tab. 7). Wedlug danych USDA w surowych morwach
(nie okreSlono odmiany kolorystycznej) zawartoS¢ wody wynosi 87,68 %; biatka —
120 mg/g s.m.; cukréow — 8,1 %, a witaminy C — 2,96 mg/g s.m.

Biata (WCur), czerwona (RCur) i czarna (BCur) odmiana porzeczek
charakteryzuja si¢ podobng zawartoScig cukru (ok. 14 %). Odmiana biala jest
najbogatszym Zzrédtem biatka (ok 66 mg/g s.m.), czerwona wody (84 %), a czarna
witaminy C (4,61 mg/g s.m.) (Tab. 7). Wedtug danych USDA w surowych porzeczkach
(odmiana biata i czerwona) zawartoS§¢ wody wynosi 83,95 % biatka — 87 mg/g s.m.
cukrow — 7,37 %, a witaminy C — 2,55 mg/g s.m.; natomiast w odmianie czarnej
porzeczek zawarto§¢ wody — 81,96 %, biatka — 252 mg/g s.m., cukréw — brak danych;
witaminy C — 32,6 mg/g s.m.

I11.3.2.3. Okreslenie zawartoSci substancji odiywczych w odmianach kapusty
i kalafiora

We wszystkich badanych warzywach z rodziny Brassicaceae zawarto$¢ wody byta
na poziomie 92 % (Tab. 5), co jest zgodne z opublikowanymi wczeSniej danymi
(Ahmed 1 Ali, 2013). Catkowita zawartoS¢ cukrow (Tab. 8) w przypadku kapust
rowniez byla zblizona — ok. 6 %, natomiast w przypadku kalafior6w — odmiana
fioletowa zawierata ok 10 % wigcej cukrow niz biata.

Tabela 8. Zawarto$¢ substancji odzywczych w badanych kapustach i kalafiorach

Prébka** Woda* Cukry* Biatko* Thuszcz*
[%] [%] [mg/g s.m.] [mg/g s.m.]
WCab 91,53 6,00 0,31 114,53 + 3,57 8,47 +045
RCab 91,17 6,67 0,58 110,33 £ 6,18 8,99 + 042
WCau 92,50 6,83 £0,29° 93,19+ 1,19 17,52 +0,46°
PCau 90,98 7,85 +0,39° 171,43 £ 18,18° 20,79 +0.21°

*Podane wartoSci stanowia Srednia + SD z trzech niezaleznych powtdrzen, z wyjatkiem zawartoScia wody, ktorej
pomiar zostal wykonany w jednym powtdérzeniu.

** Oznaczenia probek: WCab — biata kapusta, RCab — czerwona kapusta, WCau — biaty kalafior, PCau — fioletowy
kalafior

**¢Dane w tej samej kolumnie oznaczone réznymi literami oznaczaja statystycznie istotne réznice (obliczone za
pomoca testu T-studenta) w zawartoSci danego sktadnika w réznych odmianach

nw — nie wykryto
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Wedtug USDA zawarto$S¢ cukru w kapuScie wynosi ok 3,2 % natomiast w bialym
kalafiorze 1,9 %. ZawartoS¢ biatka w obu odmianach kapusty byta podobna, natomiast
w przypadku kalafioréw odmiana fioletowa zawierata prawie dwukrotnie wigcej biatka
niz odmiana biata. Dane opublikowane przez USDA pokazuja, ze zawartoS¢ biatka
w obu odmianach kapusty oraz biatlym kalafiorze wynosita 166 mg/g s.m.

W przypadku warzyw kapustowatych, mozna oczekiwaé takze lipidow jako
znaczacego sktadnika odzywczego, dlatego w przypadku tych prébek roSlinnych
przeprowadzono takze oznaczenia ttuszczu i1 sktgdu kwaséw tluszczowych. Wyniki
analiz catkowitej zawartoSci frakcji lipidowej (Tab. 8) oraz skiadu kwasow
tluszczowych (Tab. 9) pokazaly, ze ok 75-80 % wszystkich kwasow tluszczowych
obecnych w warzywach kapustowatych stanowig kwasy nienasycone, co jest
powszechne w przypadku tluszczow pochodzenia ro§linnego. Kapusty i kalafiory
zawieraja najwiecej kwasu a-linolenowego (31-47 %), ktéry jest najczeSciej
wystepujacym w roSlinach kwasem nienasyconym. We wszystkich badanych ro§linach
wystepuja rowniez znaczace iloSci kwasow linolowego (16-25 %) 1 oleinowego (9-15
%). Z kwasow nasyconych w najwigkszej iloSci wystepowat kwas palmitynowy — ok.
18 % wszystkich kwasoéw tluszczowych. Z badanych odmian roSlin, najbogatszym
zrédtem tluszczu okazat si¢ kalafior fioletowy. Otrzymane wyniki catkowitej zawartoSci
thuszczu sg poréwnywalne z wynikami opublikowanymi wczes$niej przez USDA: WCab

- 11 mg/g s.m.,RCab — 18 mg/g s.m.1 WCau - 31 mg/g s.m.).

Tabela 9. Sktad kwaséw ttuszczowych w badanych kapustach i kalafiorach

Kwas

Symbol WCab RCab WCau PCau
tluszczowy
Nasycone KT [%]
Mirystynowy C 14:0 0,70 £ 0,14 0,32+0,04 0,31 +0,00 0,26 + 0,02
Pentadekanowy C15:0 0,59 + 0,00 041+001 0,40 + 0,00 0,37 +0,01
Palmitynowy C 16:0 19,77 £ 0,16 16,16 + 0,13 18,48 +0,09 18,71 +0,18
Stearynowy C 18:0 4,55 +0,07 3,11 +£0,08 2,12+0,02 2,32+0,01
Arachidowy C 20:0 144 +0,03 0,79 £ 0,02 0,81 +001 0,80 + 0,06
Nienasycone KT [%]

Oleopalmitynowy C 16:1 (9¢) 1,33 +£0.,11 1,03+0,10 0,67 +0,01 0,58 + 0,04
Oleinowy C 18:1 (9¢) 14,78 £ 0,57 9,83 £90,07 9,70 £ 0,85 10,30 + 0,28
Linolowy C 18:2 (9c, 12¢) 19,33 £ 0,40 2522+0,14 16,19 +0,11 16,64 + 0,44

« -Linolenowy C 18:3 (¢, 12¢, 15¢) 3121045 34,94 +0,09 47,69 +0,15 4523 +048
Gadoleinowy C 20:1 (9¢) 041 +0,02 0,34 + 0,04 0,18 + 0,02 0,19 + 0,02

*Podane wartoSci stanowig Srednig + SD z trzech niezaleznych powtérzen
** Oznaczenia probek: WCab — biata kapusta, RCab — czerwona kapusta, WCau — biaty kalafior, PCau — fioletowy
kalafior

Podsumowujac wyniki analizy sktadu substancji odzywczych dla badanych

ekstraktow ro§linnych mozna stwierdzi¢, ze potwierdzily one zakladane duze
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podobiefstwa miedzy odmianami owocOw 1 warzyw tego samego gatunku o rdéznej
pigmentacji. Najwigksze, statystycznie istotne wahania byly obserwowane miedzy
odmianami w przypadku zawartoSci biatka. Poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi
USDA réwniez wskazalo na najwieksze rozbieznoSci dla biatka 1 witaminy C, czyli
sktadnikéw, w przypadku ktérych metoda prowadzenia oznaczeh 1 sposob

przygotowania probki do badafi ma bardzo duzy wplyw na wynik koficowych oznaczen.

I11.3.3. Charakterystyka bioaktywnych fitozwigzkéw zawartych w badanych
roSlinach

111.3.3.1. Profile przeciwutleniaczy otrzymane za pomocq techniki TLC

W celu wstegpnego scharakteryzowania profilu potencjalnych substancji
bioaktywnych w badanych roS§linach zastosowano technike TLC z wizualizacja
przeciwutleniaczy. Taki rodzaj detekcji polega na spryskaniu rozwinigtego
chromatogramu odczynnikami specyficznie reagujagcymi z substancjami aktywnymi
redoksowo. W tym przypadku zastosowano barwne rodniki DPPH i ABTS pozwalajace
wykry¢ na chromatogramach substancje o charakterze przeciwutleniaczy, ktorych

obecno$¢ objawia si¢ zanikiem barwy reagenta.

111.3.3.1.1. Profile przeciwutleniaczy w odmianach opuncji i burakow
A B

YOp Oop Rop WBeet Rbeet YOp Oop Rop WBeet RBeet

Rys. 18. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z zéttej (YOp), pomaraficzowej
(OOp) i czerwonej (ROp) opuncji figowej oraz bialym (WBeet) i czerwonym (RBeet) buraku
otrzymane za pomocg techniki TLC z wizualizacjg z uzyciem rodnikéw DPPH (A) i ABTS (B)
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Zatozono, zgodnie z powszechnie przyjeta opinig badaczy, ze substancje te zwykle
wykazuja aktywnoS$¢ biologiczng. W ten sposob uzyskano wstepna informacje
o roznorodnosci bioaktywnych fitozwigzkéw obecnych w badanych roSlinach.

Rysunek 18 przedstawia profile przeciwutleniaczy zawartych w wodnych
ekstraktach z réznych odmian opuncji figowej oraz buraka. Mozna zaobserwowac,
ze sposrod badanych odmian ro$lin, najwyzsza zawartoSciag zwigzkow o charakterze
przeciwutleniaczy charakteryzowat si¢ ekstrakt z czerwonego buraka (RBeet), nastepnie
ekstrakty z czerwonej (ROp), pomaranczowej (OOp) 1 z6ttej opuncji (YOp). Profil
ekstraktu z buraka biatego (WBeet) nie wykazal obecnoSci zwigzkéw o charakterze
przeciwutleniaczy, oprocz odbarwionego prazka substancji na starcie obserwowanego
dla obu odmian. Sg to najprawdopodobniej cukry redukujace, wystepujace w burakach
w  wysokim stezeniu, ktére nie migrujg w zastosowanych warunkach

chromatograficznych.

111.3.3.1.2. Profile przeciwutleniaczy w odmianach malin, winorgon, morw i
porzeczek

A B

YRas RRas WGra RGra WMul Bmul YRas RRas WGra RGra WMul BMul

Rys. 19. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z zé6ttej (YRas) i czerwonej (RRas)
maliny, biatych (WGra) i czerwonych (RGra) winogron oraz biatej (WMul) i czarnej (BMul)
morwy otrzymane za pomoca techniki TLC z wizualizacja z uzyciem rodnikéow DPPH (A) i
ABTS (B)

Rysunek 19 przedstawia profile przeciwutleniaczy zawartych w wodnych
ekstraktach z malin, winogron 1 morw uzyskane za pomoca techniki TLC i detekcji
z uzyciem rodnikéw DPPH i ABTS. Podobnie jak w przypadku ekstraktow z opuncji
1 burakow, rowniez wsrdd tych owocoéw odmiany barwne, charakteryzuja si¢ bogatszym

profilem zwigzkéw o charakterze przeciwutleniaczy niz odmiany jasne danego gatunku.
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Wsrdd tych roslin najbogatszym Zrodtem przeciwutleniaczy okazata si¢ morwa czarna
(BMul), nastepnie malina czerwona (RRas) 1 czerwone winogrona (RGra). Wsréd
odmian jasnych najwiecej przeciwutleniaczy zawieraty biate winogrona (WGra), z6ita
malina (YRas), anajubozszym Zrodtem tych zwigzkéw okazata si¢ biata morwa
(WMul).

Rysunek 20 przedstawia natomiast profile przeciwutleniaczy zawartych
w ekstraktach z porzeczek. Wsrdéd nich réwniez najbogatszym Zrédtem tych zwiazkow
okazata si¢ odmiana najciemniejsza, czyli czarna (BCur), nastgpnie czerwona (RCur) 1
biata (WCur). Wyraznie odbarwiony prazek na starcie chromatogramu pochodzi
prawdopodobnie od witaminy C w porzeczkach wystepujacej w najwyzszym stezeniu

spo$rdéd badanych roslin, badZ od cukréw redukujacych obecnych w prébcee.

A B

WCur RCur BCur WCur RCur BCur

Rys. 20. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z biatej (WCur), czerwonej (RCur)
i czarnej (BCur) odmiany porzeczki otrzymane za pomocg techniki TLC z wizualizacja z
uzyciem rodnikéw DPPH (A) i ABTS (B)

111.3.3.1.3. Profile przeciwutleniaczy w odmianach kapusty i kalafiora

Rysunek 21 przedstawia profile przeciwutleniaczy obecnych w wodnych
ekstraktach z kapust i1 kalafioréw. W ich przypadku réwniez odmiany barwne okazaty
si¢ bogatsze w fitozwigzki aktywne redoksowo od odmian biatych. Najbogatszym
profilem przeciwutleniaczy charakteryzowata si¢ kapusta czerwona (RCab), nastepnie
kalafior fioletowy (PCau), natomiast w przypadku odmian biatych technika TLC nie
wykazata obecnoSci zwigzkéw przeciwutleniajacych, oprécz prazkéw o niskiej

intensywnoSci na starcie. Jak juz wspomniano, W tym miejscu mozna
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oczekiwac obecnoSci cukréow redukujacych i1 witaminy C. Nalezy réwniez zwrdcié
uwage, ze w porownaniu z profilami otrzymanymi dla ekstraktéw owocowych, profile
ekstraktow z kapust i1 kalafiordwzawieraja przeciwutleniacze charakteryzujace si¢
nizszg wartoScia parametrow Rf. Zwiazki znajdujace si¢ w tych ekstraktach albo maja
wiekszg masg czasteczkowa, albo silniej oddziatujag z faza stacjonarna, przez co

wykazujg silniejszg retencje niz zwigzki obecne w owocach.

A B

WCab RCab WCau PCau WCab RCab WCau PCau

Rys. 21. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z bialej (WCab) iczerwonej
(RCab) kapusty oraz biatego (WCau) i fioletowego (PCau) kalafiora otrzymane za pomoca
techniki TLC z wizualizacja z uzyciem odczynnikéw DPPH (A) i ABTS (B)

Ponadto w przypadku wszystkich chromatograméw obserwuje si¢ odbarwiong
smuge o rdéznej intensywnoSci, pochodzaca od niezidentyfikowanych substancji
zdolnych do redukcji uzytych do detekcji rodnikéw. Smuga ta jest bardziej widoczna
w przypadku ekstraktow o najbogatszym sktadzie przeciwutleniaczy, by¢ moze sa to
m.in. produkty rozktadu tych do$¢ niestabilnych w warunkach tlenowych fitozwigzkéw.

Uzyskane za pomocg techniki TLC profile przeciwutleniaczy réwniez wskazuja
na zaktadane podobienstwo metaboloméw réznych odmian roSlin nalezacych do tego
samego gatunku. Jezeli w przypadkach obu/trzech odmian obserwowano odbarwione
prazki to wigkszoS¢ z nich miata ten sam parametr R;, a zatem mozna wnosi¢, ze

pochodzita od tego samego zwiazku przeciwutleniajacego.

I11.3.3.2. Profile zwiazkow o charakterze przeciwutleniaczy uzyskane za pomoca
HPLC sprzezonego z postkolumnowg derywatyzacja odczynnikiem ABTS

Powigzanie sktadu chemicznego z aktywnoScig biologiczng danego preparatu,

w tym przypadku ekstraktow z ro§lin jadalnych, wymaga nie tylko wiedzy ile zwigzkow
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wykazuje badang aktywnoS¢, ale réwniez znajomoSci ich tozsamoS$ci chemicznej.
Technikga, ktéra pozwala na rownoczesne §ledzenie poziomu aktywnoSci
przeciwutleniajacej 1 identyfikacje chemiczng przeciwutleniaczy jest postkolumnowa
derywatyzacja z uzyciem odczynnika reagujacego specyficznie z tg grupa zwigzkow,
np. rodnika ABTS. Takie podejScie zostato zastosowane w omawianych badaniach par
roslin o r6znej pigmentacji. Pierwszy etap oznaczef polegat na rozdzieleniu sktadnikow
ekstraktu roSlinnego technikg HPLC oraz ich monitorowaniu przy pomocy detektora
matrycg diodowg (DAD). Nastgpnie anality wyplywajace z pierwszego detektora
trafialy do petli reakcyjnej, gdzie dodawany byt roztwoér rodnika ABTS. W dalszej
czeSci wyciek ztermostatowanej petli trafiat do detektora MWD, gdzie detekcja
odbywa si¢ przy dilugoSci fali 724 nm — analitycznej dtugosci fali rodnika ABTS.
Rozdzielone anality o potencjale przeciwutleniajacym ulegaty reakcji z rodnikiem,
co skutkowato odbarwieniem jego roztworu i zmiang absorbancji obserwowang

na chromatogramie jako ujemne odchylenie linii bazowej (pik negatywny).

111.3.3.2.1. Profile przeciwutleniaczy w odmianach opuncji i burakow
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Rys. 22. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z zéttej (YOp), pomaraficzowej
(OOp) i czerwonej (ROp) opuncji figowej otrzymane z uzyciem postkolumnowej derywatyzacji
analitéw w eluacie HPLC za pomocg rodnika ABTS

Profile przeciwutleniaczy otrzymane przy uzyciu techniki postkolumnowej
derywatyzacji odczynnikiem ABTS (Rys. 22) wykazaly, ze gléwnym Zrodiem
aktywnoSci przeciwutleniajacej w przypadku owocodw opuncji nie s3 zwigzki z grupy

betalain, ktorych udziat odpowiadat za 3 % (opuncja z6tta) do 21 % (opuncja czerwona)
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oznaczonej aktywnoSci przeciwutleniajacej, akwas askorbinowy, oraz inne
niezidentyfikowane zwigzki polarne (Rys. 22, pik oznaczony *).

W przypadku ekstraktu z buraka czerwonego to wiasSnie betalainy stanowig
zwigzki o najwyzszym udziale w jego aktywnoSci przeciwutleniajgcej — 89 % (Rys. 23).
W obu odmianach buraka réwniez obserwowany jest pik pochodzacy od
niezidentyfikowanych zZwigzkow polarnych, wykazujacych aktywno§¢
przeciwutleniajagca, jednakze w przeciwiefistwie do dalej opisanych prébek,
prawdopodobnie w ich sktad nie wchodzita witamina C, poniewaz zgodnie z opisanymi
wczeSniej wynikami oznaczefi zawarto$¢ witaminy C, w obu odmianach buraka byta

ponizej granicy oznaczalnoSci uzytej metody.
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Rys. 23. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z biatego (WBeet) i czerwonego
(RBeet) buraka otrzymane z uzyciem postkolumnowej derywatyzacji analitéw w eluacie HPLC
za pomocg rodnika ABTS

111.3.3.2.2. Profile przeciwutleniaczy w odmianach malin, winogron, morw i

porzeczek
Profile HPLC przeciwutleniaczy uzyskane z uzyciem techniki derywatyzacji

postkolumnowej dla odmian malin, winogron, morw (Rys. 24) i1 porzeczek (Rys. 25)
potwierdzity wyniki uzyskane za pomoca techniki TLC. Takze w tym przypadku
odmiany ciemniejsze charakteryzowaty si¢ zdecydowanie bogatszym profilem

przeciwutleniaczy od jasnych odmian owocoéw danego gatunku.
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Rys. 24. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z z6ttej (YRas) i czerwonej (RRas)
maliny, biatych (WGra) i czerwonych (RGra) winogron, biatej (WMul) i czarnej (BMul) morwy
otrzymane z uzyciem postkolumnowej derywatyzacji analitéw w eluacie HPLC za pomoca
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rodnika ABTS. Numery pikéw na chromatogramach koresponduja ze zwigzkami opisanymi w
tabeli 12
W przypadku zéttej odmiany maliny (YRas) na aktywnoS¢ przeciwutleniajaca

ekstraktu skfadaty sie¢ gtéwnie niezidentyfikowane polarne zwigzki, ktére widoczne sa
na poczatku chromatogramu (pik oznaczony *), oraz pochodne kwaséw fenolowych.
Odmiana czerwona (RRas) charakteryzowata si¢ znacznie bogatszym profilem
zwigzkéw polifenolowych, a najwigkszy wplyw na aktywnoS¢ przeciwutleniajaca
badanego ekstraktu mialy antocyjany, nieco mniejszy pochodne kwaséw fenolowych
oraz niezidentyfikowane zwiazki polarne (w tym witamina C).

Biala odmiana winogron (WGra) réwniez charakteryzowata si¢ znacznie
ubozszym profilem (Rys. 24) zwiazkéw przeciwutleniajacych od odmiany czerwonej
(RGra). W przypadku tej pierwszej, podobnie jak dla zéttej opuncji, najwigkszy wptyw
na aktywnoS¢ przeciwutleniajaca ekstraktu miaty niezidentyfikowane polarne zwiazki,
ktore znajdujg si¢ na poczatku chromatogramu (pik oznaczony *). WSréd innych
przeciwutleniaczy, mozna zidentyfikowa¢ pochodne kwaséw fenolowych oraz
flawonole. Przedstawiony profil sugeruje jednak ich niewielki wkiad w catkowitg
aktywno$¢ przeciwutleniajacg. Czerwona odmiana winogron (RGra) cechowala si¢
najbogatszym profilem zwigzkow o charakterze przeciwutleniaczy spoSrod wszystkich
badanych préobek roslinnych. Zawierata ona zar6wno zwigzki z grupy antocyjanéw, jak
rowniez pochodne kwaséw fenolowych, flawonole czy flawan-3-ole, jednakze zwigzki
te wystepowaty w stosunkowo niskim stezeniu, stad réwniez w przypadku tej odmiany
najbardziej znaczacy udzial w aktywnoSci przeciwutleniajacej maja niezidentyfikowane
polarne zwiazki pojawiajace si¢ na poczatku chromatogramu.

Profil przeciwutleniaczy biatej morwy (Rys. 24) potwierdzit wnioski wysnute na
podstawie profilu uzyskanego z uzyciem techniki TLC, Ze spo$réd badanych owocow
jest ona najubozszym Zzrédiem przeciwutleniaczy. WtaSciwie poza jednym zwigzkiem z
grupy flawan-3-oli, gléwnym Zrédtem aktywnoSci przeciwutleniajacej w przypadku tej
odmiany s3 niezidentyfikowane zwiazki polarne. Morwa czarna natomiast
charakteryzuje si¢ bogatym profilem przeciwutleniaczy (Rys. 24), z ktérych grupa
majaca najwieszy wpltyw na aktywnoS$¢ przeciwutleniajacg sa antocyjany.

Profile przeciwutleniaczy uzyskane dla wodnych ekstraktow z porzeczek (Rys.
25), podobnie jak w przypadku pozostatych gatunkéw roslin wskazuja, ze najbogatszym
zrodtem tych zwigzkéw jest odmiana najciemniejsza — czarna porzeczka (BCur),

nastepnie czerwona (RCur), a najubozszym biata (WCur). W przypadku odmiany biatej,
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na aktywnoS¢ przeciwutleniajacg podobnie jak w przypadku pozostalych jasnych
odmian badanych ro§lin, miaty wplyw przede wszystkim niezidentyfikowane substancje
polarne (pik oznaczony *). W ich sklad wchodzita réwniez witamina C, ktorej
porzeczki okazaly si¢ by¢ bogatym Zrodtem. Biata porzeczka zawierata takze pochodne
kwasow fenolowych oraz flawonole, jednakze stezenie tych zwigzkéw byto niewielkie,
przez co nie mialy one znaczacego wplywu na potencjat przeciwutleniajacy ekstraktu
ztej odmiany. W ekstrakcie z czerwonej odmiany porzeczek, niezidentyfikowane
zwigzki polarne réwniez mialy najwiekszy wptyw na aktywnoS¢ przeciwutleniajaca,
jednakze wystepujace w tej odmianie antocyjany wnosity juz pewien wkiad.
W ekstraktach z czarnej odmiany porzeczek charakteryzujacej si¢ najbogatszym
profilem przeciwutleniaczy, antocyjany mialy znaczacy udzial w aktywnoSci
przeciwutleniajacej, zblizony do wptywu witaminy C 1 innych niezidentyfikowanych

zwigzkow polarnych.

1 345 678 9 16 1820 1 345 678 9 16 1820 2122 125 678 1617 181920 22
121315 . 10111415 234

mAU i 1
' '
1004 WCur : RCur : BCur

80
60
40 4

20

N

~

o

>

3

04 ML—-—
04 Il
200 ' .

] ! \l

w

>

>

3

-400 4
-600 4
-800

-1000

-1200

-1400

-1600 ! !

10 20 ) 10 20 10 20 min

*- zwiazki niezidentyfikowane - kwasy hydroksybenzoesowe - kwasy hydroksycynamonowe - antocyjany - flawonole

Rys. 25. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z biatych (WCur), czerwonych
(RCur) i czarnych (BCur) porzeczek otrzymane z uzyciem postkolumnowej derywatyzacji
analitéw w eluacie HPLC za pomocg rodnika ABTS

111.3.3.2.3. Profile przeciwutleniaczy w odmianach kapusty i kalafiora

Profile przeciwutleniaczy uzyskane w wyniku analizy HPLC dla ekstraktow z
kapust i kalafioréw (Rys. 26) potwierdzity dane uzyskane za pomocg techniki TLC, t.j.
ze biale odmiany tych roSlin charakteryzuja si¢ ubogim profilem zwigzkéw o
charakterze przeciwutleniaczy, wiaSciwie gtdwnym ich Zrédtem wydaja si¢ by¢

niezidentyfikowane polarne zwigzki, ktére w profilach uzyskanych technikag TLC
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prawdopodobnie zostawaty na starcie chromatogramu. W przypadku czerwonej kapusty
1 fioletowego kalafiora, profile przeciwuteniaczy sa znacznie bogatsze, a na aktywnos¢
przeciwutleniajagca tych odmian maja wplyw, obok niezidentyfikowanych zwiazkow
polarnych, rowniez zwigzki fenolowe, przede wszystkim antocyjany.

Profile przeciwutleniaczy otrzymane technika HPLC 2z postkolumnowa
derywatyzacja rodnikiem ABTS charakteryzowaly si¢ takze podwyzszeniem linii
bazowej, tym wigkszym im bogatszy byt profil rozdzielonych przeciwutleniaczy.

Zmiang¢ poziomu linii bazowe] mozna uzna¢ za odpowiednik smugi obserwowanej na

profilach TLC.
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Rys. 26. Profile przeciwutleniaczy zawartych w ekstraktach z biatej (WCab) i czerwonej
(RCab) kapusty oraz bialego (WCau) i fioletowego (PCau) kalafiora otrzymane z uzyciem
postkolumnowej derywatyzacji analitéw w eluacie HPLC za pomocg rodnika ABTS

Swiadczy ona o obecnoSci przeciwutleniaczy, ktore albo nie sa rozdzielane
w stosowanych warunkach chromatograficznych albo powstaja w trakcie analizy.
Niezaleznie od ich pochodzenia mozna jednak si¢ spodziewac, ze bgda one wplywaty
na catkowita aktywnoS¢ przeciwutleniajaca ekstraktow. W przypadku obu odmian
malin i winogron, wptyw ten moze by¢ znaczacy, dla warzyw kapustowatych raczej
niewielki.
I11.3.3.3. Oznaczenie skladu i zawartoSci zwiazkow z grupy betalain w ekstraktach
z opuncji figowej i burakow

Skfad 1 zawartoS¢ zwiazkéw z grupy betalain w ekstraktach z zéttych (YOp),
pomarafniczowych (OOp) 1 czerwonych (ROp) opuncji oraz bialych (WBeet)
i czerwonych (RBeet) burakow zostaty oznaczone za pomoca techniki HPLC-TOF-

MS/MS (Tab. 11) we wspoélpracy z dr hab. inz Wiestawem Wiczkowskim z Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badaf Zywno$ci PAN.
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Tabela. 10. Parametry chromatograficzne, spektrofotometryczne i spektroskopowe bedace podstawg
do identyfikacji zwigzkéw z grupy betalain

Zwiagzek Rt [min] Aoy [NM] MS [m/z] MS/MS [m/z]
indykaksantyna 0,55 479 309 263,1/219,1
izoindykaksantyna 0,65 479 309 263,1/219,1
3-metoksytyramino-betaksantyna 1,62 456 361,1 3172
3-metoksytyramino-izobetaksantyna 1,81 456 361,1 3172
glutamino-betaksantyna (vulgaksantyna I 041 475 340,1 323,1/277,1
dopamino-betaksantyna 1,87 459 347 303,1
fenylalanino-izobetaksantyna 1,52 472 359,1 315,1
tyramino-betaksantyna (miraksantyna III) 1,58 452 3312 287,1
tryptofano-betaksantyna 1,55 470 398.,1 354,1
2-dekarboksy-neobetanina 1,47 485 505.,1 343,1/297,1
17-dekarboksy-neobetanina 1,35 485 505.,1 343,1/297,1
betanina 1,28 537 551,1 389,1
izobetanina 1,34 537 551,1 389,1

Identyfikacji zwigzkéw dokonano na podstawie analizy czaséw retencji oraz widm
MS 1 MS/MS (Tab.10).

Betalainami wystepujacymi w najwigkszych iloSciach w opuncjach byly zétta
indykaksantyna oraz czerwona betanina (Tab 11). Najbogatszym Zrédiem tych
zwigzkéw wsrdd badanych odmian opuncji okazata si¢ by¢ odmiana pomaraficzowa
(4,90 + 0,04 mg/g s.m.) zawierajaca gtdwnie zolte betaksantyny (indykaksantyne, oraz
jej izomer izoindykaksantyng), nastepnie odmiana czerwona (2,87 = 0,03 mg/g s.m.)
i zé6tta (0,22 + 0,04 mg/g s.m.).

Tabela 11. Sktad i zawarto§¢ zwiazkéow z grupy betalain w odmianach opuncji figowe;j
i burakéw oznaczone za pomocg HPLC-TOF-MS/MS

Zwigzek YOp 00p ROp WBeet RBeet
[mg/g s.m.]
indykaksantyna 0,121 +£0,003 4202 +0,031 2,199 + 0,026 nw nw
izoindykaksantyna 0,061 +0,002 nw nw nw nw
3-metoksytyramino-betaksantyna 0,016 +0,000 nw nw nw nw
.3-metoksytyram1no- 0,016 +0,000 nw nw nw nw
izobetaksantyna
wulgaksantyna I nw 0,106 + 0,002 0,089 +£ 0,001 nw 1,925 +0,075
dopamino-betaksantyna nw nw nw nw 2,135 +0,079
fenylalanino-betaksantyna nw 0,293 + 0,008 0,164 + 0,003 nw 1,151 £ 0,030
tyrozyno-betaksantyna nw 0,140 +£ 0,001 0,106 + 0,002 nw 0,826 + 0,008
tryptofano-betaksantyna nw 0,139 +£ 0,003 0,113 £ 0,000 nw 0,800 + 0,007
2-dekarboksy-neobetanina nw nw nw nw 0,034 + 0,002
17-dekarboksy-neobetanina nw nw nw nw 0,035 +0,001
betanina nw 0,023 +£0,001 0,178 £ 0,001 nw 3234+0014
izobetanina nw nw 0,017 = 0,000 nw 0,510 +0,016
Y betalain 0,215 + 0,005 4,904 + 0,036 2,868 + 0,028 0 10,649 + 0,112

Wyniki stanowig Srednig z trzech niezaleznych oznaczef + SD.
Oznaczenia: nw (nie wykryto), s.m (sucha masa)

Biata odmiana buraka nie zawierata betalain. Natomiast odmiana czerwona byta
najbogatszym Zrédiem tych zwigzkéw sposroéd wszystkich badanych roslin (10,65 +
0,11 mg/g s.m.). Gléwnymi pigmentami z tej grupy obecnymi w ekstrakcie
z czerwonego buraka byly czerwone betanina i izobetanina oraz z6ita wulgaksantyna I,
co jest zgodne z danymi literaturowymi (Sawicki, 1 in. 2016). Interesujacy jest fakt, ze

jedynie czerwony burak zawieral dopamino-betaksantyng¢, pochodng neurotransmitera -

83


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

dopaminy. Dopamina jest stosowana dozylnie jako lek stymulujacy w leczeniu
spowolnionego rytmu serca, zatrzymania krazenia 1 niskiego ciSnienia krwi.
Nie znaleziono jednak informacji czy betaksantynowa pochodna dopaminy moze by¢
wchianiana z przewodu pokarmowego. Wiadomo jednak, ze sok z czerwonego buraka
poprawia wydolno§¢ organizmu ludzkiego przy wysitku sportowym, a dopamina jest

znanym Srodkiem dopingowym (Dominguez, i in. 2016).

I11.3.3.4. Oznaczenie skladu i zawartoSci zwiazkow z grupy polifenoli w
ekstraktach z malin, winogron, morwy i porzeczk

Tabela. 12. Parametry chromatograficzne, spektrofotometryczne i spektroskopowe bedace podstawa do
identyfikacji zwiazkéw z grupy polifenoli

Rt Obecnosé¢ w ekstraktach z owocéw (+/-) / nr piku na chromatogramie
. Rnax Wyznaczona .
[min [nm] MS (+) MS (-) M., (Da) Zwigzek
1 " YRas RRas WGra RGra WMul BMul WCur RCur BCur
32 240 215(M+Na) 191 (M-H) 192 kwas chinowy +/1 +/1 - - - +/1 - -
46 270 171 (M+H) 169 (M-H) 170 kwas galusowy - - - +/1 - - - -
51 250 229 (M+Na) 205 (M-H) 206 nd +2 +2 - - - +2 - -
heksoza p-
60 260 323 (M+Na) 299 (M-H) 300 hydroksybenzenu - B - - - 3 B ,
68 250,300 132 198,331 nd nd - - - +2 - , B .
71 280 127 198,523 nd nd - - - +/3 - - B ,
7.2 260,290sh 392 (M+Na) 368 (M-H) 369 nd +/3 +/3 - - - +/4 B -
heksoza p-
73 260 323 (M+Na) 299 (M-H) 300 hydroksybenreny - - +/4 - - - +/1 Wl 4
74 260 367 (M+Na) 343 (M-H) 344 nd +/4 +/4 - - - - B ,
79 260,290sh 635 (M+Na) 647 (M-Cl) 612 nd - - - - - +/5 B ,
260, kwas
85 280sh, 325 <68 (IHzY B3 chlorogenowy - B - - - - N - 2
87 280 291 (M+H) 279 (M-H) 290 Katechina - +/5 - +/5 +6 +/6 - -
89 265,295 353 (M+Na) 329 (M-H) 330 heksoza waniliny - - +6 - - - +/3 +/3
9 260,330 618 (M+H) 616 (M-H) 617 nd - - - +/7 - , B .
92 26(;’22590’ 365 (M+Na) 341 (M-H) 342 heksoza kawowa  +/6 +6 - - - +/7 +/4 +/4
100 280 579 (M+H) 577 (M-H) 578 e - - - 8 . 8 N ,
procyjanidyny
102 300 349 (M+Na) 361 (M-Cl) 326 ll‘fks"za P - - +9 - - - +/5 W5 45
umaryny
gallo-bis-
10,9 260,280sh 5 934 (M-H) 935  haksahydroksydife  +/7 +/7 - - - +/9 - -
nylo)-glukoza
110 280 579 (M+H) 577 (M-H) 578 ahin - - - +/10 . . B B
procyjanidyny
11,6 260,300sh 467 (M+Na) 443 (M-H) 444 nd - - - +/11 - - B ,
11,7 300 349 (M+Na) 361 (M-Cl) 326 heksoza p- - - +/12 - - - +6 +6  +6
kumaryny
121 280 317 729 nd nd - - - +13 - , B ,
122 300 349 (M+Na) 361 (M-Cl) 326 ll‘fks"za P - - +/14 - - - +1 W1+
umaryny
124 300 349 (M4+Na) 361 (M-Cl) 326 ll‘fks"za P 7 B 15 . , , N ,
umaryny
125 275 188,205 5 nd nd - - +/16 - - +/8 8  +8
12,6 280,325 797 (M+Na) 773 (M-H) 774 nd - +/8 - - - +10 - -
129 260,325 651 (M+Na) 627 (M-H) 628 nd - +9 - - - +/11 - -
135 280 291 289 290 epikatechina - - - +/17 - +12 - -
139 275 338 (M+H) 372 (M-Cl) 337 nd - - +/18 - - - +/9 +/9
139 525 611 (M+H) 609 (M-H) 610 fororoayd - +10 - - - +13 - -
cyjanidyny
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arabinozyd
164 260,360 619 (M+Na) 595 (M-H) 596 kwercetyny

heksozydoheksozy

169 260,360 649 (M+Na) 625 (M-H) 626 TR —
170 260 418 (M+Na) 394 (M-H) 395 nd

250, koniugat pentozy i
2 300sh, 360 DY B EHEY 48 kwasu elagowego

heksozyd

17,6 260,350 487 (M+Na) 499 (M+Cl) 464 [ ———

heksozyd
kwercetyny
heksozyd
izoramentyny
glukozyd
myrecytyny
188 260,360 633 (M+Na) 609 (M-H) 610 galyﬂ‘;;’wzzgmty’::’;"z

260, g glukozydoksylozyd
300sh,360 S QLD 555 (@IHED &I kwercetyny

18,1 260,360 487 (M+Na) 499 (M+Cl) 464
182 260,360 463 (M+H) 479 (M+Cl) 462

184 260,360 503 (M+Na) 479 (M-H) 480

193

250, | koniugat pentozy i
200 300sh, 360 EHEREY)  EDCHED & kwasu elagowego
glukoronid
204 260,360 479 (M+H) 477 (M-H) 478 e ——
20,6 260,360 633 (M+Na) 609 (M-H) 610 rutyna
heksozyd

20,7 260,360 487 (M+Na) 463 (M-H) 464

kwercetyny

21,2 260,360 529 (M+Na) 541 (M+Cl) 506 nd

214 260,360 303 (M+H) 301 (M-H) 302 kwercetyna

D}l|

0, koniugat pentozydy
257 300sh, 360 DY B EHEY 48 i kwasu elagowego

225 260,360 471 (M#Na) 447 (M-H) 448 e

kwercetyny
250 koniugat pentozy i
22,6 300sh, 360 449 (M+H) 447 (M-H) 448 kwasu

metyloelagowego

260,310,
360sh

g kumaryloglukozyd
2,9 617 (M+Na) 593 (M-H) 594 [

acetyloheksozyd

233 260,310 kwasu elagowego

475 (M-H) 476

476 acetyloarabinozyd

239 310 o 475 (M-H) kwasu elagowego
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Kolorem pomaraficzcowym zaznaczono pochodne kwasu hydroksybenzoesowego, zéttym pochodne
kwasu hydroksycynamonowego, fioletowym flawan-3-ole, czerwonym antocyjany i niebieskim flawonole.
Sktad i1 zawarto$¢ zwigzkéw z grupy polifenoli w ekstraktach z z6ttych (YRas)

i czerwonych (RRas) malin, biatych (WGra) i czerwonych (RGra) winogron, bialej
(WMul) i czarnej (BMul) morwy oraz biatych (WCur), czerwonych (RCur) i czarnych
(BCur) porzeczek zostaly oznaczone za pomoca techniki HPLC-DAD-MS (Tab. 13).
Identyfikacji zwigzkéw dokonano na podstawie analizy czaséw retencji oraz widm MS
1 poréwnania z danymi literaturowymi (Tab.12).

Analiza sktadu i1 zawartoSci zwiazkéw z grupy polifenoli (kwaséw fenolowych,
flawonoli, flawan-3-oli 1 antocyjanéw) potwierdzita wnioski wyciagnigte na podstawie
profili otrzymanych z uzyciem technik TLC oraz HPLC 1z derywatyzacja
postkolumnowga rodnikiem ABTS - kolorowe odmiany owocOw sg znacznie bogatszymi
Zrédtami substancji o charakterze przeciwutleniaczy niz odmiany jasne.

Profile przeciwutleniaczy uzyskane za pomoca postkolumnowej derywatyzacji
pokazaty, ze najwazniejszymi zwigzkami z grupy polifenoli z punktu widzenia
aktywnoSci przeciwutleniajacej sa antocyjany. Najwiecej tych zwigzkow sposréd
badanych owocoéw zawierala czarna morwa (11,208 mg/g d.m.), nastgpnie czerwona
malina (3,142 mg/g s.m), czarna porzeczka (1,529 mg/g s.m), czerwone winogrona
(0,962 mg/g s.m.) i czerwona porzeczka (0,425 mg/g s.m). Jasne odmiany badanych
roslin nie zawieraty w ogéle badz w §ladowych iloSciach zwigzkow z tej grupy. Czarna
morwa zawierata najwigecej antocyjandw, jednakze nie charakteryzowata si¢ ona
najbogatszym profilem tych zwigzkéw. Zdecydowanie najwieksza réznorodnos¢
antocyjanOw oznaczono w czerwonej odmianie winogron (14 r6znych antocyjanow).

Inng istotng grupa polifenoli ze wzgledu na ich wysoka zawarto§¢ w badanych
roSlinach sa pochodne kwasu hydroksycynamonowego i hydroksybenzoesowego.
Najwieksza zawartoS¢ tych zwigzkéw cechowatla czerwong maling (odpowiednio 6,01 1
1,08 mg/g s.m.), nastepnie czarng morwe (1,74 1 2,87 mg/g s.m.) 1 z6tta maline (1,98 1
098 mg/g s.m.). W przypadku zéttej maliny pochodne kwaséw fenolowych byty
jedynymi obecnymi zwigzkami z grupy polifenoli. W czerwonej odmianie maliny
zawartoS¢ kwasow fenolowych byta najwigksza ze wszystkich zwigzkéw fenolowych,
podobnie wygladata sytuacja w przypadku bialych porzeczek, czerwonych porzeczek

1 biatych winogron.
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W przypadku flawan-3-oli nie wykryto ich obecnosci w z6ttej malinie, biatych
winogronach, biatej] morwie, 1 wszystkich odmianach porzeczek. Stosunkowo duza ich
zawartoS¢ zostata oznaczona w biatej 1 czarnej morwie oraz czerwonych winogronach,
jednakze, jak pokazaly profile uzyskane z uzyciem derywatyzacji postkolumnowej,
zwigzki te nie wptywaly istotnie na aktywnoS¢ przeciwutleniajgcg ekstraktow z tych
OWOCOW.

Ostatnia oznaczang grupa polifenoli byly flawonole, wsréd nich rutyna
1 kwercytyna, ktore obecne byly we wszystkich badanych roslinach z wyjatkiem zo6ttej
maliny 1 bialej morwy. Zwiazki te jednak wystepowaty w niskich stezeniach i nie
wplywaly znaczaco na aktywnoS¢ przeciwutleniajaca. Najbogatszym ich Zrodiem
okazata si¢ by¢ czarna morwa (1,48 mg/g s.m).

Wyniki analizy skfadu i1 zawartoSci zwigzkéw polifenolowych pozwolity
wyodrebni¢ 5 gléwnych grup tych zwigzkéw obecnych w badanych owocach,
tzn. pochodne kwasu hydroksybenzoesowego, pochodne kwasu
hydroksycynamonowego, flawan-3-ole, flawonole i antocyjany. Na podstawie profili
otrzymanych z uzyciem derywatyzacji postkolumnowej okreS§lono, ze z punktu
widzenia aktywnoSci przeciwutleniajgcej najistotniejsza z tych grup zwigzkow sa
antocyjany. Najbogatszym Zrédlem antocyjanéw okazata si¢ czarna odmiana morwy,
ktora zawierala rowniez najwigcej innych polifenoli, co potwierdza jej bogaty profil
przeciwutleniaczy. Ciemne odmiany charakteryzowaty si¢ znacznie wieksza

zawartoScig zwigzkOow polifenolowych niz odmiany jasne.

II1.3.3.5. Oznaczenie skladu i zawartoSci zwigzkéw z grupy polifenoli w
ekstraktach kapust i kalafiorow

Analiza skfadu 1 zawartoSci zwigzkéw z grupy polifenoli w ekstraktach biatej
(WCab) i czerwonej (RCab) odmiany kapusty oraz biatej (WCau) i fioletowej (PCau)
odmiany kalafiora zostata przeprowadzona z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD-MS
(Tab. 15) we wspétpracy z dr hab. inz. Wiestawa Wiczkowskiego z Instytutu Rozrodu
Zwierzat i Badah Zywnoéci PAN. Identyfikacji zwigzkéw z grupy antocyjanéw
dokonano na podstawie analizy czaséw retencji oraz widm MS i1 MS/MS (Tab.14),
natomiast w przypadku flawonoli 1 kwaséw fenolowych ich identyfikacje

przeprowadzono na podstawie odpowiednich wzorcow.
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Wyniki analizy ekstraktow z badanych warzyw kapustowatych wykazaty, ze
spoSréd polifenoli grupg zwiazkéw wystepujacych w najwiekszej iloSci w badanych
roSlinach sa kwas fenolowe. Ich zawarto§¢ byta znaczgco wigksza niz zawartoS¢
pozostatych grup przeciwutleniaczy. Najbogatszym Zroédtem tych zwigzkéw okazata sie
by¢ czerwona odmiana kapusty (26,9 mg/g s.m.), nastepnie fioletowy kalafior (21,2
mg/g s.m.), biata kapusta (17,1 mg/g s.m.) i bialy kalafior (13,5 mg/g s.m.). SpoSréd
kwasow fenolowych, w najwiekszej iloSci we wszystkich badanych warzywach
wystepowaty kwasy synapowy (89 - 885 pg/g m.m.), p-kumarynowy (16,8 - 819,3 ng/g
m.m.) 1 wanilinowy (34,84 — 524,6 pg/g m.m.). Pomimo ich duzego st¢zenia,
wspomniane kwasy fenolowe prawdopodobnie nie maja znaczacego wplywu na
aktywnoS¢ przeciwutleniajagca badanych ekstraktow, ze wzgledu na swoja stabag
rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 stosunkowo wysoki potencjal redukcyjny, co potwierdzaja

profile przeciwutleniaczy otrzymane z uzyciem derywatyzacji postkolumnowe;j.

Tabela. 14. Parametry chromatograficzne, spektrofotometryczne i spektroskopowe bedace podstawa do
identyfikacji zwiazkéw z grupy polifenoli w kapustach i kalafiorach

Zwiazek skrot A, [nm] [ﬁ“n,l,] E,,[q‘;i]]:m [,1\:[,2] MS/MS [m/z]
Cyjanidyno-3-diglukozyd-5-glukozyd Cy-3-diGlu-5-Glu 513 X X 773 611/449/287
Cyjanidyno-3-glukozyd-5-glukozyd Cy-3-Glu-5-Glu 512 X X 611 449/287

gclifgzi%“o'}(Si“api“yl")'digl”k"zyd's - Cy-3-(Sin)-diGlu-5-Glu 527 330 56 979 817/449/287
;?E:Zi%“("}(Si“apmyl")'trigluk"zyd's‘ Cy-3-(Sin)-triGlu-5-Glu 525 321 53 1141 979/449/287
e kg umaryto)- Y- 3HCAMD(p-Conm)-diGl-5- s21 314 95 1081 919/449/287
Cyjanidyno-3-(feruilo)-triglukozyd-5-glukozyd Cy-3-(Fer)-triGlu-5-Glu 522 320 60 1111 949/449/287
;ﬁ‘(‘)‘;%““'(Si“apmyl")'mgluk"zyd's‘ Cy-3-(Sin)-triGlu-5-Glu 525 321 54 1141 979/449/287
gclifg;%“"'}(fem““)(fer“ﬂ")‘mgl”k"zyd’5 © Cy-3-(Fer)(Fer)-triGlu-5-Glu 536 321 93 1287 1125/449/287
Cyjanidyno-3-(feruilo)-diglukozyd-5-glukozyd Cy-3-(Fer)-diGlu-5-Glu 522 328 60 949 787/449/287
g_ygj;‘]':(igzy;‘g'}(femik’)(Si"“pinyl")'mgmk"zyd‘ Cy-3-(Fer)(Sin)-triGlu-5-Glu 536 324 95 1317 1155/449/287
Cyjanidyno-3-(kafeilo)-diglukozyd-5-glukozyd Cy-3-(Caf)-diGlu-5-Glu 522 315 68 935 773/449/287
;?E:;%“O'}(p'k”maryl")‘digl”kozyd‘s - Cy-3-(p-Coum)-diGlu-5-Glu 521 312 69 919 757/449/287
Cyjanidyno-3-(feruilo)-diglukozyd-5-glukozyd Cy-3-(Fer)-diGlu-5-Glu 523 329 58 949 787/449/287
gclifgzi%“o'}(Si“api“yl")'digl”k"zyd's - Cy-3-(Sin)-diGlu-5-Glu 526 328 59 979 817/449/287
Cyjanidyno-3-(feruilo)-glukozyd-5-glukozyd Cy-3-(Fer)-Glu-5-Glu 522 328 62 787 449/287

;?;‘(‘:;%“‘*3’(Si“api“yl")'gl“k"zyd's - Cy-3-(Sin)-Glu-5-Glu 527 330 70 817 449287

gclifgzi%“o'}(fem““)(fer“ﬂ")‘digmk"zyd‘s T Cy-3-(Fer)(Fen-diGlu-5-Glu 535 38 101 1125 963/449/287
g_ygjli'}(igzy;‘g'}(femik’)(Si"“pinyl“)'diglukozyd' Cy-3-(Fer)(Sin)-diGlu-5-Glu 535 330 109 1155 993/449/287
Cyjanidyno-3-(sinapinylo)(sinapinylo)- Cy-3-(Sin)(Sin)-diGlu-5-Glu 535 332 119 1185 1023/449/287

diglukozyd-5-glukozyd
Cyjanidyno-3-diglukozyd-5(maloilo)-glukozyd
Cyjanidyno-3-(kumarylo)-diglukozyd-5-
(maloilo)-glukozyd
Cyjanidyno-3-(kumarylo)(kafeilo)-glukozyd-5-
(maloilo)-glukozyd
Cyjanidyno-3-(feruilo)(kafeilo)-glukozyd-5-
(maloilo)-glukozyd

Cy-3-diGlu-5-(Mal)-Glu
Cy-3-(Coum)-diGlu-5-(Mal)-Glu

C-3-(Coum)(Caff)-Glu-5-(Mal)-
Glu

C-3-(Fer)(Caff)-Glu-5-(Mal)-Glu

A\ MOST
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Zwiazki z grupy flawonoli wystgpowaly w badanych roSlinach w najmniejsze;j
iloSci spoSrdd badanych grup przeciwutleniaczy. Najwigksza zawartoS¢ tych substancji
zostata oznaczona dla fioletowego kalafiora, nastgpnie czerwonej kapusty, bialego

kalafiora i biatej kapusty.

Tabela 15 Skifad i zawarto$§¢ zwigzkéw z grupy polifenoli w kapustach i kalafiorach oznaczone

za pomocg HPLC

Zwigzek WCab RCab WCau PCau
Kwasy fenolowe [ug/g s.m.]

Ferulowy 11530+ 1,74 276848 +29,18 53,20 +0,15 2450,10 + 16,40
Synapowy 405,62 +4,30 10067,37 + 46,01 43621 + 1,84 555,84 + 4,69
p-Kumarowy 304,96 + 1,40 4518,52 £ 15,83 224,56 + 1,38 9103,71 £32,49
Trans-cynamonowy 5,99 +0,03 11,38 £0,02 4,81 +0,03 7,54 0,07
Chlorogenowy 3,81 +0,02 5,89+0,01 3,76 £ 0,04 11,94 £0,04
Wanilinowy 745,85 + 3,99 5961,13 £29,08 464,61 +4.88 1650,49 + 537
Izowanilinowy 9,90 + 0,05 16,72 £ 0,04 942 +0,11 15,11 £0,05
Kofeinowy 5345 +0,32 650,41 +0,88 39,49 + 0,37 2426,89 + 54 43
Protokatechinowy 70,81 £0,12 2881,17 £ 15,59 111,27 £0,82 4931,97 £3542
ii‘i‘;ﬁj‘;}:h 1715,69 + 7,69 26881,07 +41,76 1347,33 + 8,99 21153,59 £ 97,20
Flawonole [ug/g s.m.]

Kwercytyna 5,69 +0,01 921 +0,05 8,51 0,06 32,63 +£0,08
Izoramnetyna 1,12 +0,02 1,94 £0,01 0,59 +£0,01 4,59 +£0,02
Kampferol 10,22 + 0,06 1543 £0,10 8,97 +0,02 13,06 £ 0,05
Y Flawonoli 17,02 + 0,06 26,58 + 0,07 18,07 = 0,06 50,27 + 0,06
Antocyjany [ug/g s.m.]

Cy-3-diGlu-5-Glu nw 640,88 + 8,39 nw 99,29 +523
Cy-3-Glu-5-Glu nw 29,74 £ 3,19 nw 9,67 +0,60
Cy-3-(Sin)-diGlu-5-Glu nw 83,02+192 nw nw
Cy-3-(Sin)-triGlu-5-Glu nw 67,51 +1,01 nw nw
g_yéi;(caff)(”'coum)'d‘Glu' nw 13732 +3,88 nw nw
Cy-3-(Fer)-triGlu-5-Glu nw 65,02 +1,93 nw nw
Cy-3-(Sin)-triGlu-5-Glu nw 97,22 +344 nw nw
Cy-3-(Fer)(Fer)-triGlu-5-Glu nw 5325+146 nw nw
Cy-3-(Fer)-diGlu-5-Glu nw 31,55+798 nw nw
Cy-3-(Fer)(Sin)-triGlu-5-Glu nw 47,88 +4,66 nw nw
Cy-3-(Caf)-diGlu-5-Glu nw 32,15+0,63 nw nw
Cy-3-(p-Coum)-diGlu-5-Glu nw 921,49 + 3,96 nw 179,84 + 4,62
Cy-3-(Fer)-diGlu-5-Glu nw 540,92 + 16,48 nw nw
Cy-3-(Sin)-diGlu-5-Glu nw 852,24 +0,137 nw nw
Cy-3-(Fer)-Glu-5-Glu nw 23,05+0,75 nw nw
Cy-3-(Sin)-Glu-5-Glu nw 57,12 +344 nw nw
Cy-3-(Fer)(Fer)-diGlu-5-Glu nw 404,03 + 36,01 nw nw
Cy-3-(Fer)(Sin)-diGlu-5-Glu nw 316,87 £9,97 nw nw
Cy-3-(Sin)(Sin)-diGlu-5-Glu nw 582,87 +1,39 nw nw
Cy-3-diGlu-5-(Mal)-Glu nw nw nw 269,13 +5.,73
gj-(cOum)-lelu-s -(Mal)- nw nw nw 6323 +0,73
(Cl\;fa'l(fGoﬁin)(caff)'Glu's' nw nw nw 2790,10 + 94,68
gii'(Fer)(Caff)'Glu's -(Mal)- nw nw nw 51179 +8,18
2 Antocyjanéw nw 4984,13 + 101,62 nw 3923,05 + 112,97

*Wyniki stanowig Srednig z trzech niezaleznych powtérzefi + SD
**Skréty nazw chemicznych: Caff, Kawoilo; Coum, kumarylo; Cy, cyjanidyna; Fer, ferulo; Glu,
glukozyd; Sin, synapylo, nw — nie wykryto
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Przeprowadzona analiza wykazata, ze czerwona kapusta i fioletowy kalafior
roznig si¢ nie tylko zawartoScia zwigzkow z grupy antocyjandéw, ale réwniez ich
profilem. Zidentyfikowane antocyjany wystepowaty w formie zwigzanej z réznymi
kwasami hydroksycynamonowymi, m.in. p-kumarynowym, kawowym 1 ferulowym.
Najbogatszym zrédlem antocyjanéw spoSrdd badanych warzyw okazata si¢ czerwona
kapusta (49,8 mg/g s.m.). Zidentyfikowano w niej 19 réznych zwigzkéw z tej grupy,
wsrod  ktoérych 3-(ferulo)-diglukozydo-5-glukozyd  cyjanidyny oraz 3-
(synapyl)(synapyl)-diglukozydo-5-glukozyd cyjanidyny wystepowaly w najwigkszej
iloSci. ZawartoS¢ 1 sktad antocyjanéw w czerwonej kapuScie byt poréwnywalny z
danymi literaturowymi (Wiczkowski 1 in., 2013; Arapitsas, 2008; Park, 2014).

W poréwnaniu z czerwong kapustg, réznorodno$¢ antocyjanéw w fioletowym
kalafiorze jest znacznie mniejsza (zidentyfikowano 7 réznych cyjanidyn), jednakze
catkowita zawartoS$¢ antocyjandéw nie byta duzo nizsza (39,23 mg/g s.m.). Sposréd tych
zwigzkow 3-(kumarylo)(kawoilo)-glukozydo-5-(malonylo)-glukozyd  cyjanidyny
wystepowat w najwigkszej iloSci (25,1 pg/g f.w.). Uzyskane wyniki byty poréwnywalne

z danymi literaturowymi (Li 1 in., 2012).
I11.3.3.6. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca badanych ekstraktéw roslinnych

AktywnoS¢ przeciwutleniajgca badanych ekstraktow roslinnych zostala oznaczona
w warunkach in vitro za pomocg standardowych testow spektrofotometrycznych
(ABTS, FC, DPPH, FRAP) oraz w modelu komérkowym z uzyciem testu CAA
(ang. Cellular Antioxidant Activity). Zastosowanie kilku réznych metod w celu
oznaczenia potencjatu przeciwutleniajagcego jest wskazane ze wzgledu na rdézng
specyficzno§¢ substratowa stosowanych metod. Testy ABTS 1 DPPH badaja zdolno§¢
przeciwutleniaczy do wytapywania wolnych rodnikéw, jednakze DPPH jest bardziej
specyficzny w stosunku do zwigzkéw o charakterze lipofilowym, a ABTS -
hydrofilowym. Test FC (od uzytego odczynnika Folin-Ciacalteu) jest dedykowany
do oznaczania tzw. Aktywnych grup hydroksylowych, a wigc przede wszystkim
zwigzkéw fenolowych 1 witaminy C. W teSscie FRAP (od ang. Ferric Reducing
Antioxidant Power) istotne znaczenie ma stopien hydroksylacji przeciwutleniaczy jak
rowniez ich zdolno§¢ do chelatowania jonéw metali. Wszystkie powyzsze testy sa
szeroko wykorzystywane do oceny potencjalu antyoksydacyjnego w badaniach

zywnosci, jednakze zaden w nich nie odwzorowuje warunkéw fizjologicznych.
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Nie biorg pod uwage metabolizmu i biodostgpnoSci badanych substancji, dlatego tez
wnioskowanie na temat ich aktywnoSci przeciwutleniajgcejw organizmie na podstawie
wynikoéw uzyskanych z uzyciem tych metod jest czesto kwestionowane. Z tego wzgledu
proponowane jest stosowanie dla poréwnania testu CAA, ktéry stluzy do badania
aktywnoSci przeciwutleniajgcej wewnatrz zywej komorki, dzigki czemu bierze pod
uwage wszystkie wspomniane zjawiska, ktére sa pomijane w przypadku testow czysto
chemicznych. W przypadku wielu przeciwutleniaczy obserwuje si¢ znaczace rdéznice

oznaczonej aktywnoSci antyoksydacyjnej w warunkach komérkowych i in vitro.

111.3.3.6.1. Aktywnosc przeciwutleniajgca ekstraktow z opuncji i burakow

Poréwnanie aktywnoSci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow z opuncji
1 burakow za pomoca standardowych metod spektrofotometrycznych (ABTS, DPPH i
FC), wykazalo iz w przypadku wszystkich tych testow najwyzsza aktywnoScia
charakteryzowal si¢ czerwony burak (RBeet) (Rys. 27A). Poréwnanie struktur
chemicznych betalain obecnych w probkach wyjaSnia najwyzsza aktywnoS¢ tego
ekstraktu. Zawieral on bowiem najwigksza iloS¢ betaniny i izobetaniny, ktére w swojej
strukturze zawierajg najwigcej gryp hydroksylowych ze wszystkich betalain, co wptywa

na wyniki nie tylko testu FC, ale réwniez testu FRAP.

Rys. 27. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow z zéttej (YOp), pomaranczowej (OOp) i
czerwonej (ROp) odmiany opuncji figowej oraz biatej (WBeet) i czerwonej (RBeet) odmiany
buraka oznaczona za pomoca standardowych testow spektrofotometrycznych (FC, DPPH i
ABTS) (A), testu FRAP (B) oraz komérkowego testu CAA (C). Przedstawione wyniki stanowia
S§rednig z trzech pomiaréw + SD. Statystyczna analiza wynikéw zostata przeprowadzona przy
pomocy testu T-studenta: * p<0,05,;** p<0,01; *** p<0,001

Zastanawiajaca jest stosunkowo duza aktywnoS¢ przeciwutleniajaca wykazana przez
biatag odmian¢ buraka, moze by¢ ona wynikiem obecnoSci cukréw redukujacych.
Na aktywnoS$¢ przeciwutleniajacg opuncji oprocz betalain miata réwniez wptyw obecna
w ekstraktach witamina C. Mozna to zaobserwowac na podstawie wynikoéw uzyskanych

w testach spektrofotometrycznych w zestawieniu z wynikami zawartoSci betalain 1

witaminy C. Gdyby na aktywnoS¢ przeciwutleniajagca wptywaty tylko betalainy to
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pomaraficzcowa a nie czerwona odmiana wykazywataby najwyzsza aktywnoSc.
Uzyskane wyniki sg zgodne z tymi uzyskanymi dla r6znych odmian opuncji przez
Stintzinga 1 in. (2002), ktérzy udowodnili zwigzek pomiedzy zawartoScig betalain a
aktywnoScig przeciwutleniajaca ekstraktow z opuncji. W teScie FRAP (Rys. 27B)
rowniez najwyzszg aktywnoS¢ przeciwutleniajaca wykazal burak czerwony, nastepnie
czerwona opuncja, ale bialy burak wykazal wyzsza aktywno§¢ niz pomaranczowa i
z61ta opuncja (Phisut i Jiraporn, 2013).

Pomimo réznic w wartoSciach aktywnoSci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow
uzyskanej za pomocg réznych testow, wykazaly one silng korelacje (wspotczynnik
Pearson’a 0,906 — 0,996). Czerwony burak, ktérego ekstrakt miat najwigkszg aktywnoS¢é
przeciwutleniajagca we wszystkich testach znajduje si¢ na liScie warzyw o najwiekszej
aktywnosSci przeciwutleniajacej (Vinson, 1 in. 1998), a jego potencjal przeciwutleniajacy
pochodzi w wigkszoSci od betaniny 1 izobetaniny.

W przypadku testu CAA (28C) réwniez zauwazalne sa wyrazne roznice miedzy
odmianami jasnymi 1 ciemnymi badanych roSlin. Najwyzsza aktywnoScig tak jak w
pozostatych testach charakteryzowat si¢ burak czerwony, kolejna byta czerwona
odmiana opuncji, a nastepnie odmiany pomaraficzowa 1 z6ita, najnizszg aktywnosSc,
podobnie jak w przypadku testow spektrofotometrycznych, wykazywal burak biaty.
Roéwniez w przypadku testu CAA widac silng korelacje pomiedzy wynikami tego testu
a wynikami pozostatych oznaczefi przeprowadzonych w systemach bezkomoérkowych

(wspodiczynniki Pearsona w zakresie 0,97-0,99).

111.3.3.6.2. Aktywnosc przeciwutleniajgca ekstraktow z malin, winogron, morw
i porzeczek

Poréwnanie aktywnoSci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow roSlinnych
zawierajacych lub nie zwiazki z grupy antocyjandéw (Rys. 28) wykazalo, ze w tym
przypadku, w przeciwiefistwie do uprzednio omodwionych roSlin zawierajagcych
betalainy, nie mozna zaobserwowaC wyraznej korelacji pomigdzy ta aktywnoSci
okreSlong przy uzyciu testow chemicznych a oznaczong z uzyciem testu CAA, co moze
wynika¢ ze stusunkowo mniejszej biodostgpnoSci antocyjanéw w pordwnaniu

z betalainami.
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Rys. 28. Aktywno§¢ przeciwutleniajaca ekstraktow z z6itej (YRas) i czerwonej (RRas) odmiany
maliny, bialej (WGra) i czerwonej (RGra) odmiany winogron, biatej (WMul) i czarnej (BMul)
odmiany morwy oraz biatej (WCur), czerwonej (RCur) i czarnej (BCur) odmiany porzeczki
oznaczona za pomocg standardowych testow spektrofotometrycznych (FC, DPPH i ABTS) (A),
testu FRAP (B) oraz komdrkowego testu CAA (C). Wyniki sg §rednig z 3 pomiaréw + SD.
Statystyczna analiza wynikéw zostata przeprowadzona przy pomocy testu T-studenta: * p<0,05;
##* p<0,01; *#* p<0,001

Ponadto analiza profili przeciwutleniaczy wykonana z uzyciem techniki
postkolumnowej derywatyzacji odczynnikiem ABTS pozwolifa na oszacowanie udziatu
zwigzkow z grupy antocyjanéw w koficowej aktywnoSci przeciwutleniajacej badanych
ekstraktow. W przypadku czerwonych malin udzial ten wynosit 56 %, w przypadku
czerwonych winogron — 49 %, czerwonych porzeczek — 22 %, czarnych porzeczek —
33 %, a w przypadku morwy az 62 %. Porzeczki i maliny oprécz antocyjandow
zawieraja tez znaczng iloS¢ witaminy C, ktéra jako silny przeciwutleniacz wptywa
znaczaco na wykazywang przez te ekstrakty aktywnoS¢ antyoksydacyjna, przynajmniej
w przypadku testow chemicznych. Wida¢ to szczegélnie w przypadku biatych
winogron, ktére wykazujag wyzsza aktywnoSC przeciwutleniajgcag w  testach

chemicznych (poza FRAP) od zawierajacych antocyjany czerwonych winogron.

111.3.3.6.3. Aktywnosc przeciwutleniajgca ekstraktow z kapust i kalafiorow

Poréwnanie aktywnoSci przeciwutleniajacej ekstraktow z roSlin z grupy Brassica,
ktore zawieraja lub nie zwiagzki z grupy antocyjanOw oznaczonej za pomocg
standardowych metod chemicznych (ABTS, DPPH, FC, FRAP) oraz z uzyciem testu
biologicznego CAA wykazato silny zwigzek pomigdzy tymi wynikami (Rys. 29).
Wspétczynniki Pearsona wynosity od 0,950 (FC:CAA) do 0,983 (DPPH:CAA). Tak jak
w przypadku betalain, silna korelacja pomigedzy aktywnoScig przeciwutleniajagca
oznaczong z uzyciem metod chemicznych 1 biologicznych moze S$wiadczy¢é o
stosunkowo wysokiej biodostgpnoSci tych zwiazkéw. Najwyzsza aktywnoScig
przeciwutleniajagca wSréd badanych probek charakteryzowata si¢ czerwona kapusta,

nastepnie kalafior fioletowy i kolejno biata kapusta i kalafior.
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Rys. 30. Poréwnanie aktywnoSci przeciwutleniajacej ekstraktow z biatej (WCab) i czerwonej
(RCab) odmiany kapusty oraz biatej (WCau) i fioletowej (PCau) odmiany kalafiora oznaczonej
za pomocg standardowych testow spektrofotometrycznych (FC, DPPH i ABTS) (A), testu
FRAP (B) oraz komérkowego testu CAA (C). Wyniki sa §rednig z trzech pomiaréw + SD.
Statystyczna analiza wynikéw zostata przeprowadzona przy pomocy testu T-studenta: * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001

Podobnie jak w przypadku ekstraktow z roS§lin zawierajacych zwiazki z grupy
betalain, rowniez w tej grupie probek zaobserwowano wyrazne zaleznoSci pomiedzy
aktywnoScia przeciwutleniajgcg oraz sktadem jasnych i ciemnych odmian danej ro§liny.
Jasne odmiany kapusty i kalafiora w testach chemicznych wykazywaty sie nizsza
aktywnoScig przeciwutleniajagca od odmian ciemnych, co dato wynik zgodny z
oczekiwanym, jako ze odmiany ciemne zawieraja znaczne iloSci zwiazkéw z grupy
antocyjanow. Roéznice te w przypadku kapust byly takze obserwowane w teScie
komérkowym CAA, w ktorym aktywnoS¢ przeciwutleniajgca ekstraktu z fioletowego

kalafiora nie réznita si¢ wyraznie od aktywnoSci ekstraktu z odmiany biate;j.

I11.3.3.7. Oznaczenie sklad i zawartoSci zwiazkow z grupy glukozynolanow (GLS)
oraz produktéw ich rozpadu (ITC i indoli) w kapustach i kalafiorach

RoSliny z rodziny Brassicaceae oprocz zwiazkow z grupy polifenoli zawieraja
takze inng charakterystyczng grupe biologicznie aktywnych fitozwigzkéw —
glukozynolany (GLS). AktywnoS¢ biologiczna nie jest jednak przypisywana
glukozynolanom per se, ale produktom ich rozpadu, szczegélnie izotiocyjanianom
(ITC) i indolom (Piekarska i in. 2014).

Poniewaz substancje te moga bardzo znaczaco modyfikowa¢ aktywno§¢é
biologiczng przeciwutleniaczy fenolowych wykonane zostaty oznaczenia ich zawartoSci
w badanych odmianach kapust i kalafioréw. Sktad glukozynolanéw w odmianach
kapust 1 kalafior6w okazat si¢ by¢ podobny, z wyjatkiem epiprogoitryny (ePRO)
1 glukonapiny (GNA), ktére zostaty wykryte tylko w ekstraktach z kapust (Tab. 14).
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Najbogatszym Zrodtem GLS okazata si¢ by¢ kapusta biata, w ktdrej najwigcej
byto glukoiberyny (GIB — 17 % catkowitej zawartoSci GLS), glukobrassycyny (GBS,
10 %), glukorafaniny 1 sinigryny (GRA 1 SIN, 55 %). Zawarto$¢ tych dwoch zwiazkow
(3,122 pumol/g s.m.) zostata podana jako suma, gdyz w podanych warunkach analizy nie
ulegaly one petnemu rozdzieleniu. Czerwona odmiana kapusty zawierata mniej GLS niz
biata; zwiazki z tej grupy, ktére wystepowaly w najwiekszej iloSci to: progoitryna
(PRO, 20 %), glukonapina (GNA, 28 %) i glukoiberweryna (GIV, 23 %). Wedlug
danych literaturowych catkowita zawartoS¢ GLS w réznych odmianach kapusty jest
na podobnym poziomie: 5,18 umol/g s.m. dla kapusty biatej 1 4,22 umol/g s.m. dla
kapusty czerwonej (Kusznierewicz, i in. 2013). Biaty kalafior okazat sie najubozszym
zrédtem GLS spoSréd badanych roSlin kapustowatych. W najwigkszych iloSciach
wystepowaty w nim GIB i1 GIV, odpowiednio 29 % 1 37 % wszystkich GLS. Wedtug
danych literaturowych kalafior zawiera okoto 549 pmol/g s.m. (Kusznierewicz i in.,
2013). Kalafior fioletowy (PCau) zawieral najwigcej GRA 1 SIN (39 %) oraz GIV (31
%). Glukozynolany ulegaja hydrolizie enzymatycznej do szeregu pochodnych (Rozdziat
I1.5., Rys.7), zatem mozna oczekiwal, ze zawarto§¢ ITC i indoli w badanych
ekstraktach bedzie nizsza niz zwigzkéw z ktorych powstaja. Najbardziej efektywna
konwersje GLS do ITC i indoli zaobserwowano dla biatej kapusty (15 % dla ITC, 17 %
dla indoli). Ta roSlina okazata si¢ rowniez najbogatszym Zrodtem tych zwiazkow.
Stopien konwersji GLs do wspomnianych pochodnych dla czerwonej kapusty jest
znacznie nizszy (odpowiednio 3 % 1 5 %) W czerwonej kapuScie, ktora okazala si¢
najubozszym zrodtem ITC sposroéd badanych roSlin kapustowatych (Tab. 14), jedynym
zidentyfikowanym ITC byl znany ze swej silnej aktywnoSci chemoprewencyjnej
sulforafan (SFN). W przypadku obu odmian kalafiora stopien konwersji GLs byt
stosunkowo niski dla biatego kalafiora — 7 % ITC 1 18 % indole, a dla fioletowego —
12 % ITC 1 8 % indole.

ITC stanowia jedna z najbardziej chemoprewencyjnie aktywnych grup
fitozwigzkéw Udowodniono ich zdolno§¢ do przeciwdzialania powstawaniu réznych
typéw nowotwordw (ptuc, sutka, watroby, jelita, pecherza) gtdwnie ze wzgledu na ich
zdolno$¢ do stymulacji ekspresji gendw odpowiedzialnych za kodowanie enzymow
detoksykacyjnych bedacych pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego Nrf2 oraz genéw
powigzanych ze stanami zapalnymi kontrolowanych przez czynnik transkrypcyjny
NF-xB (Manchali i1 in., 2012). Obecno$¢ ITC w ekstraktach z badanych warzyw

kapustowatych moze si¢ w zwigzku z tym uwidoczni¢ w badaniach biologicznych.
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Z grupy indoli zwigzkiem wystepujacym w najwiekszej iloSci we wszystkich
badanych ro§linach okazat si¢ by¢ indolo-3-acetonitryl (I3ACN), ktdry tez jest waznym
czynnikiem chemoprewencyjnym (Tab. 14), gdyz podobnie jak izotiocyjaniany
wykazuje zdolno$¢ do indukcji enzymoéw II fazy detoksykacji (Manchali i in., 2012).
Réwniez pozostate indole (I3C, DIM) maja zdolnoS¢ do indukcji enzymoéw
detoksykacyjnych, zahamowania cyklu komérkowego, indukcji apoptozy, spowalniania
kancerogenezy (Chen, i in. 2014). Kwas indolo-3-octowy (I3AA) odgrywa natomiast
wazng role w neutralizowaniu RFT, moze wigc podobnie do polifenoli hamowac stres

oksydacyjny (L6opez-Otin, 1 in. 2013).

I11.3.4. Aktywno$¢ biologiczna ekstraktéw z badanych roslin

I11.3.4.1. Oznaczenie zdolnos$ci badanych ekstraktow roslinnych do hamowania
wzrostu komérek rakowych

111.34.1.1. Zdolnosé ekstraktow z opuncji figowej i burakow do zahamowania
wzrostu komorek HT29

Zdolno$¢ do hamowania wzrostu komodrek rakowych jest czesto uwazana za ceche
potwierdzajaca  chemoprewencyjne  wilaSciwosSci  bioaktywnych  fitozwigzkow.
W niniejszej pracy zbadana zostala ta zdolno$¢ dla badanych ekstraktow roSlinnych
w modelu komorek ludzkiego raka jelita grubego HT29. W celu liczbowego
poréwnania tego efektu zastosowano parametr “Skumulowany Indeks PrzezywalnoSci”
(SIP), ktory obliczany byt na drodze sumowania pol powierzchni pod wykresami
przezywalnoSci.

Sposréd badanych ekstraktow opuncji 1 burakéw najwyzsza zdolnos¢

do hamowania wzrostu komérek HT29 wykazat ekstrakt z biatego buraka (Rys. 30).
Fakt, iz czerwony burak mimo podobnego skfadu substancji odzywczych nie
wykazywal znaczacego efektu cytotoksycznego moze wskazywaé, ze albo biala
odmiana zawierata substancje dzialajace toksycznie na komorki, albo odmiana
czerwona zawierala substancje, ktére moga dziata¢ na te komorki ochronnie. Poniewaz
komorki nowotworowe ze wzgledu na przyspieszony metabolizm sg szczegdlnie
narazone na dziatanie endogennych RFT, obecno$¢ betalain mogtaby obnizaé
zagrozenie stresem oksydacyjnym. Zhou i in, w swojej publikacji pokazali, ze ekstrakty
oraz soki z opuncji figowej wykazujg zdolnoS¢ do hamowania wzrostu komorek.oraz

indukcji procesu apoptozy, zahamowania cyklu komdrkowego, a takze modulacji
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ekspresji gendéw odpowiedzialnych za hamowanie wzrostu guza (Zhou i in., 2014),

jednakze uzyskane przeze mnie wyniki nie potwierdzity tych badan.

Rys 30. Por6wnanie zdolnosci do hamowania wzrostu komérek raka jelita grubego HT29 przez
ekstrakty z z6ttej (YOp), pomaranczowej (OOp) i czerwonej (ROp) odmiany opuncji figowej
oraz biatej (WBeet) i czerwonej (RBeet) odmiany buraka w wyniku 3, 6, 24 lub 72 h inkubacji,
oznaczonej za pomocg testu MTT. Wyniki przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw + SD.
Statystyczna analiza wynikow zostata przeprowadzona przy pomocy testu T-studenta:
** p<0,01

1113 .4.1.2. Zdolnos$é ekstraktow z malin, winogron, morw i porzeczek do hamowania
wzrostu komorek HT29

W przypadku ekstraktéw z z6ttych (YRas) i czerwonych (RRas) malin, biatych
(Wgra) i czerwonych (RGra) winogron, biatej (WMul) i1 czarnej (BMul) morwy oraz
biatych (WCur), czerwonych (RCur) i czarnych (BCur) porzeczek wyniki badan
zdolnoSci do zahamowania wzrostu komérek HT29 dla 3, 6, i 24 h traktowania
komorek ekstraktami wygladaja podobnie jak w przypadku opuncji. Istniejg liczne dane
literaturowe méwigce o wtaSciwosciach cytotoksycznych zwigzkéw z grupy polifenoli
w postaci oczyszczonej. Jednakze wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan (Rys.
31) nie wskazuja, aby ktérykolwiek z badanych ekstraktéw byt zdolny do statystycznie
istotnego zahamowania wzrostu tych komoérek. Dla najdtuzszego 72-godzinnego
traktowania komorek ekstraktami z owocdw zawierajagcych witaming C (maliny i
porzeczki) obserwowano pewien poziom zahamowania wzrostu komorek. Jednakze
analiza statystyczna Skumulowanego Indeksu PrzezywalnoSci nie wykazata znaczacych

réznic w cytotoksycznosci badanych probek.
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Nie zaobserwowano réznic pomi¢dzy odmianami o odmiennej pigmentacji
danego gatunku roS§liny, ani nawet pomiedzy roSlinami réznych gatunkéw. Moze
to oznaczaé, podobnie jak w przypadku ekstraktow z opuncji i burakéw, ze inkubacja
z badanymi ekstraktami nie tylko nie wywolata efektu cytotoksycznego, ale wrecz
ochronita komorki przez skutkami endogennego stresu oksydacyjnego na ktéry mogty

by¢ one narazone.

111.34.1.3. Zdolnos¢ ekstraktow z kapust i kalafiorow do hamowania wzrostu
komorek HT29

Odmienny wptyw na wzrost komdérek HT29 zaobserwowano w przypadku
ekstraktow z warzyw kapustowatych. Ze wzgledu na obecno$S¢ w roslinach z rodziny
Brassicaceae fitozwigzkéw o silnych wlaSciwoSciach biologicznych takich jak indole
11izotiocyjaniany roSliny te od dawna uwazane sg za jedne z najbardziej obiecujacych
sktadnikéw zywnoSci w chemoprewencji choréb cywilizacyjnych. Mozna zauwazy¢ ze
w poréwnaniu z pozostalymi ekstraktami roSlinnymi, ekstrakty z kapust i kalafiorow
rzeczywiScie wykazuja silniejsze dzialanie cytotoksyczne w stosunku do badanej linii
komérkowej. Obliczone dla nich Skumulowane Indeksy PrzezywalnoSci byly o co

najmniej 20 % nizsze od wyznaczonych dla ekstraktow z pozostatych roslin badanych.

Rys 32. Poréwnanie zdolnoSci do hamowania wzrostu komoérek raka jelita grubego
HT?29 przez ekstrakty z biatej (WCab) i czerwonej (RCab) odmiany kapusty oraz bialej
(WCau) 1 fioletowej (PCau) odmiany kalafiora w wyniku 3, 6, 24 1 72 h inkubacji
oznaczonej za pomocg testu MTT. Wyniki przedstawiaja Srednia z trzech pomiaréw + SD.
Statystyczna analiza wynikéw zostata przeprowadzona przy pomocy testy T-studenta: * p<0,05
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Najwiekszg zdolno§¢ do hamowania wzrostu komorek wykazat ekstrakt z
fioletowego kalafiora, nastgpnie z biatej kapusty, biatego kalafiora i czerwonej kapusty
(Rys. 32). Zestawienie aktywnoSci cytotoksycznej z badanych ekstraktow z zawartoScig
poszczegdlnych grup bioaktywnych metabolitow wtdrnych nie pozwolito jednoznacznie
okresli¢, ktore z nich sa odpowiedzialne za t¢ aktywnoS¢. Rozniece pomigdzy efektem
cytotoksycznym wywotanym przez biatag 1 czerwong odmian¢ kapusty nie sa
statystycznie istotne chociaz réznice w zawartoSciach bioaktywnych fitozwigzkéow w
przypadku tych roSlin sg znaczace. Pomimo, ze badane ekstrakty z warzyw
kapustowatych zawieraty ITC i indole, ktére moga hamowaé wzrost komorek, nie
sposob zauwazy¢ prosta zaleznoS¢, bowiem najbardziej cytotoksyczny ekstrakt
z fioletowego kalafiora zawieral dwukrotnie nizsze stezenia obu tych rodzajow

produktéw rozpadu GLS niz ekstrakt z biatej kapusty.

111.3.4.2. Genotoksyczno$¢ ekstraktow roslinnych oraz ich zdolno$¢ do ochrony
DNA przed stresem oksydacyjnym

Jak juz wspomniano, ograniczenia w interpretacji wynikow uzyskanych
z uzyciem metod chemicznych do oznaczania aktywnoSci przeciwutleniajacej sprawity,
ze rozpoczg¢to poszukiwania innych podejsS¢, ktore zapewnityby mozliwoS¢ uzyskania
wynikéw lepiej odzwierciedlajacych dzialanie przeciwutleniaczy w komorkach
ico atym idzie zywych organizmach. Jedng z pierwszych metod zaproponowanych
do oceny wptywu przeciwutleniaczy na poziom stresu oksydacyjnego w komoérkach byt
tzw. test kometowy (elektroforeza pojedynczych komoérek w zelu agarozowym). Test
ten oryginalnie stuzacy do wykrywania fragmentacji jadrowego DNA, po odpowiednich
modyfikacjach pozwala §ledzi¢ ochronny efekt dziatania przeciwutleniaczy. W tym
przypadku, w komorkach traktowanych czynnikiem wywotujacym stres oksydacyjny,
co moze skutkowa¢ indukcja uszkodzen nici DNA, obserwuje si¢ zmniejszenie
fragmentacji (ogona komety) w obecnoSci substancji przeciwutleniajacej (Klaude, 1996
1 in.; Rahman, i in. 2012). Przeprowadzenie badan z uzyciem testu kometowego
prowadzi do uzyskania wynikow, ktére moga by¢ Zrédiem informacji czy dana
substancja ma zdolno§¢ do wywolywania uszkodzen DNA Ilub przeciwdziatania
genotoksycznym uszkodzeniom wywotanym przez RFT. Uzyskane wyniki nie stanowig

jednak podstawy do iloSciowej oceny aktywnoSci przeciwutleniajacej roznych probek
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czy tez jednoznacznego stwierdzenia czy ochronne dziatanie wynikalo z neutralizacji

prooksydantow, czy tez np. z indukcji naprawy DNA (Klaude, 1 in.1996).

111.3.4.2.1. Genotoksycznosé ekstraktow z opuncji i burakoéw oraz ich zdolnosé do
ochrony DNA przed stresem oksydacyjnym

Wyniki testu kometowego udowodnity, ze w warunkach doS§wiadczenia
ekstrakty z opuncji i1 buraka wykazuja zdolno§¢ do wywolywania uszkodzen DNA
komoérek HT29 (Rys. 33). Sposrdd tej grupy najwigksza aktywnoS¢ genotoksyczng
posiadat ekstrakt z czerwonego buraka. Jak pokazata analiza HPLC ekstrakt ten
charakteryzowal si¢ najwyzsza zawartoScig zwigzkow z grupy betalain — gltéwnie

betaniny, ktéra ma udowodnione dziatanie genotoksyczne.

Rys. 33. Zdolno§¢ badanych ekstraktéw ro§linnych do ochrony DNA komérek HT29 przed
uszkodzeniami wywotanymi dziataniem H,0,. Oznaczenia stosowane na rysunku: Kontrola
negatywna (C-) - jadra komérek nietraktowanych ani H,O, ani badanymi ekstraktami; Kontrola
pozytywna (C+) - jadra komdrek traktowanych czynnikiem wywolujacym stres oksydacyjny;
jadra komorek traktowanych ekstraktami z zo6ttej (YOp), pomaranczowej (OOp) i
czerwonej (ROp) odmiany opuncji figowej oraz biatej (WBeet) i czerwonej (RBeet)
odmiany buraka (stupki szare), oraz jadra komérek traktowanych ekstraktami oraz H,O,
(stupki czarne). Wyniki przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw +SD. Statystyczna analiza
wynikéw zostala przeprowadzona przy pomocy testu T-studenta: ** p<0,01

Autorzy poprzednich badaf sugerowali, ze zwigkszenie poziomu fragmentacji
DNA przez betaning moze wynikaé z aktywacji enzymow naprawczych, ktore w trakcie
naprawy uszkodzonego DNA powoduja powstawanie peknigé nici (Zielinska-
Przyjemska, i in. 2012; Zielifiska Przyjemska, 1 in. 2016). Innym potencjalnym

wyjaSnieniem tej sytuacji moze by¢ dziatanie prooksydatywne betaniny w obecnoSci

103


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

jonéw metali, ktore prowadzi do powstawania uszkodzen DNA (Hadi i1 in., 2010).
Dziatanie to nie wydaje si¢ by¢ bardzo niebezpieczne dla uzytych komorek raka jelita
grubego HT29, poniewaz ekstrakt ten nie byt cytotoksyczny.

Poréwnanie zdolnoSci badanych ekstraktow roSlinnych bogatych w zwiazki
z grupy betalain do ochrony DNA przed uszkodzeniami wywotanymi RFT (Rys. 33)
wykazato, ze wszystkie 3 ekstrakty z opuncji, niezaleznie od zawartoSci betalain
wykazuja zblizong zdolno$S¢ do ochrony DNA. Roéznice w stopniu uszkodzef
w poréwnaniu z kontrolg pozytywna wykazaty statystycznie istotne zmniejszenie
fragmentacji w wyniku inkubacji z badanymi ekstraktami z opuncji, podczas gdy
w przypadku buraka raczej wzmocnienie efektu genotoksycznego H,O, zostato
zaobserwowane. Bioragc pod uwage wyniki tego eksperymentu oraz wyniki analizy
HPLC z derywatyzacja postkolumnowa, ktéra wykazata iz w przypadku ekstraktow
z opuncji ich aktywnoS¢ przeciwutleniajgca jest wynikiem wysokiej zawartoSci kwasu
askorbinowego a nie betalain, zawartych w probce ktore wnosity jedynie niewielki
wktad w aktywnoS¢ przeciwutleniajaca mozna wyciagna¢ wniosek, ze za ochrong DNA
przed uszkodzeniami wywotanymi stresem oksydacyjnym odpowiada w wiekszej
mierze kwas askorbinowy niz betalainy. Poniewaz wyniki testu CAA sugerowaty niska
biodostepnos¢ tego pierwszego, wnosi¢ mozna, ze neutralizacja RFT zachodzi jeszcze
przed ich wniknigciem przeciwutleniacza do komorek. Natomiast buraki, ktére kwasu
askorbinowego nie zawieraly, nie wykazywaty zdolnoSci ochrony DNA przed RFT
pomimo duzej zawartoSci tatwo wnikajacych do komoérek betalain. Poprzednio
opublikowane badania (Zielifiska-Przyjemska, 1 in. 2012; Zielifska-Przyjemska, 1 in.
2014) sugerowatly, ze betanina pomimo, wspomnianego dzialania genotoksyczne moze
rowniez chronic DNA przed uszkodzeniami wywotanymi przez prooksydanty.
Prezentowane badania nie potwierdzily, tej obserwacji. Czerwona odmiana buraka,
zawierajaca najwigce] tego zwiazku nie wykazala aktywnoSci przeciwutleniajacej

w tym teScie.
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111.3.4.2.2. Oznaczenie genotoksycznosci ekstraktow z malin, winogron, morw i
porzeczek oraz ich zdolnosci do ochrony DNA przed stresem oksydacyjnym

Rys. 34. Zdolno§¢ badanych ekstraktéw ro§linnych do ochrony DNA komérek HT29 przed
uszkodzeniami wywotanymi dziataniem H,0,. Oznaczenia stosowane na rysunku: Kontrola
negatywna (C-) - jadra komérek nie traktowanych ani H,O, ani badanymi ekstraktami; Kontrola
pozytywna (C+) - jadra komdrek traktowanych czynnikiem wywolujacym stres oksydacyjny;
jadra komoérek traktowanych ekstraktami z zéttej (YRas) i czerwonej (RRas) odmiany maliny,
biatej (WGra) i czerwonej (RGra) odmiany winogron, biatej (WCur), czerwonej (RCur) i
czarnej (BCur) odmiany porzeczek oraz biatej (WMul) i czarnej (BMul) odmiany morwy
(stupki szare), oraz jadra komérek traktowanych ekstraktami oraz H,O, (stupki czarne). Wyniki
przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw + SD. Statystyczna analiza wynikéw zostata
przeprowadzona przy pomocy testy T-studenta: ** p<0,01

Podobnie jak w przypadku ekstraktow z opuncji i burakéw, rowniez w przypadku
roznych odmian malin, morwy 1 porzeczek zaobserwowano zdolno$S¢ samych
ekstraktow do powodowania fragmentacji DNA w komérkach HT29. Wyjatek
stanowily ekstrakty z obu odmian winogron(Rys. 34). Jednakze réwniez tutaj efekt
genotoksyczny byl znacznie nizszy niz ten obserwowany tzw. kontroli pozytywnej
dla H,O, kontrole pozytywna, ktdrg stanowity komorki traktowane 100 uM H,0,.

Natomiast poréwnanie zdolnoSci badanych ekstraktow z owocéw zawierajacych
(czerwona malina, czerwone winogrona, czerwona 1 czarna porzeczka oraz czarna
morwa) lub nie (z6tta malina, biate winogrona, biata porzeczka, biata morwa) zwigzki
z grupy antocyjandw do ochrony DNA komdrek HT29 przed uszkodzeniami
wywotanymi stresem oksydacyjnym (Rys. 34) wykazalo, ze najsilniejsze wtaSciwoSci
ochronne mialy ekstrakty ze wszystkich badanych odmian porzeczek. Statystycznie
istotny efekt ochronny zaobserwowano réwniez dla ekstraktu z z6ttej maliny. Pozostale
ekstrakty roSlinne nie wykazaly zdolnoSci do ochrony DNA przed uszkodzeniami

wywotanymi dziataniem H,O, stuzacego jako modelowy czynnik wywotujacy stres
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oksydacyjny w komorkach. Na przykladzie wynikéw tego doSwiadczenia widac,
ze wysoka zawartoS¢ przeciwutleniaczy 1 udowodniona wysoka aktywnoS$¢
przeciwutleniajgca nie gwarantuja ochrony komorek przed uszkodzeniami DNA

wynikajacymi z narazenia na stres oksydacyjny.

111.3.4.2.1. Genotoksycznosc ekstraktow z kapust i kalafiorow oraz ich zdolnosé do
ochrony DNA przed stresem oksydacyjnym

Poréwnanie zdolnoSci badanych ekstraktow z roSlin z rodziny Brassicaceae
zawierajacych (czerwona kapusta i1 fioletowy kalafior) lub nie (biala kapusta i biaty
kalafior) zwiazki z grupy antocyjanéw do ochrony DNA przed uszkodzeniami
wywotanymi przez RFT (Rys. 35) wykazato, ze odmiany niezawierajgce antocyjanow
oraz czerwona kapusta wykazujag zdolnoS¢ do ochrony DNA przed stresem
oksydacyjnym na podobnym poziomie, podczas gdy wyniki uzyskane dla DNA
traktowanego ekstraktem z fioletowego kalafiora nie wykazaly statystycznie istotnych

réznic w stopniu uszkodzenia DNA w stosunku do kontroli.

Rys. 35. Zdolno§¢ badanych ekstraktow roSlinnych do ochrony DNA przed uszkodzeniami
wywotanymi dziataniem H,0,. Oznaczenia stosowane na rysunku: Kontrola negatywna (C-) -
jadra komdrek nie traktowanych ani H,0, ani badanymi ekstraktami; Kontrola pozytywna (C+)
- jadra komérek traktowanych czynnikiem wywotujacym stres oksydacyjny; jadra komdrek
traktowanych ekstraktami z bialej (WCab) i czerwonej odmiany kapusty oraz biatej (WCau) i
fioletowej (PCau) odmiany kalafiora (stupki szare), oraz jadra komdrek traktowanych
ekstraktami oraz H,O, (stupki czarne). Wyniki przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw +SD.
Statystyczna analiza wynikow zostata przeprowadzona przy pomocy testy T-studenta:
** p<0,01, *** p<0,001.
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W tym przypadku jednak interpretacja wynikOw nie jest tatwa, poniewaz same
ekstrakty, szczegdlnie z kapusty biatej, powodowaty silng fragmentacje DNA. Mozna
przypuszczad, ze efekt ten na tyle zaburzy! funkcjonowanie komorek, ze znajdowato to
odzwierciedlenie w omawianym uprzedniohamowaniu ich wzrostu. Poniewaz komorki
HT29 s3 komoérkami nowotworowymi, uzyskane wyniki potwierdzaja znane
przeciwnowotworcze dziatanie roSlin kapustowatych.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie doSwiadczefi majacych na celu okreSlenie
wlaSciwosci genotoksycznych badanych ekstraktow roSlinnych oraz ich zdolnoSci
do ochrony DNA przed szkodliwymi skutkami stresu oksydacyjnego udowodnity
dualistyczng nature bioaktywnych fitozwiazkéw. Z jednej strony przynajmniej niektore
z bioaktywnych drugorzedowych metabolitow wykazuja wlaSciwoSci genotoksyczne,
z drugiej jednak moga chroni¢ biomolekuty przed szkodliwym dziataniem stresu
oksydacyjnego. W przypadku roslin o tak duzej zawartoSci substancji bioaktywnych

brak jednoznacznego wyniku nie jest zaskakujacy.

111.3.4.3. Wplyw ekstraktow roSlinnych na aktywno$¢ enzymow II fazy
detoksykacji

Wiekszo$¢ kancerogendw wystepuje w formie nieaktywnych i w zasadzie
nieszkodliwych  prokancerogenéw, ktoére wymagaja metabolicznej aktywacji
do reaktywnych, elektrofilowych form - wilaSciwych kancerogenéw - uszkadzajacych
DNA. Kancerogeny chemiczne i inne ksenobiotyki jako substancje obce usuwane sg z
komoérek w trakcie dwuetapowego procesu detoksykacji. Pierwszy etap polega na
zmianie wlaSciwosci fizykochemicznych czasteczki w kierunku zwiekszenia jej
rozpuszczalnoSci 1 nadania jej cech reaktywnosci chemicznej, aby mogly zwigzaé si¢ z
endogennymi substancjami 1 w takiej postaci zosta¢ usuni¢te z organizmu. Taka
aktywacja metaboliczna, ktora niestety w przypadku prokancerogendw czesto zamiast
chroni¢ organizm ludzki prowadzi do powstania wspomnianych wlaSciwych
kancerogendw, przebiega przy udziale enzymoéw fazy I nalezacych do licznej rodziny
biatek zaleznych od cytochromu P450.

Aktywowane ksenobiotyki, w tym wtlaSciwe kancerogeny (produkty reakcji
enzymatycznych fazy I) sa substratami dla enzymoéw fazy Il odgrywajacych istotng rolg
w ich detoksykacji. Zadaniem enzymoéw II fazy jest sprzeganie aktywowanych
kancerogenéw, wydalanie z komorki i1 ostatecznie usuwanie wraz z moczem z

organizmu. Podwyzszony poziom enzymoéw fazy II, do ktérych naleza migdzy innymi
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S-transferazy glutationowe, N-acetylotransferazy, oksydoreduktaza chinonowa NQO1,
pomaga w ochronie organizmu przed substancjami zbg¢dnymi, toksycznymi, a
takzechemicznymi kancerogenami.. Zdolno§¢ do indukcji tych enzymoéw jest zatem
waznym wyrdznikiem chemoprewencyjnych wtaSciwoSci danej substancji.

W celu okreSlenia zdolnoSci badanych ekstraktow roSlinnych do aktywacji
enzymow II fazy detoksykacji, komorki ludzkiego raka jelita grubego HT29 poddane
zostaty inkubacji z badanymi ekstraktami roSlinnymi przez okres 6 1 24 h, a nastgpnie
wyizolowana zostala z nich frakcja cytozolowa, ktéra stanowi Zrodto tych enzymoéw.
Zr6znicowanie okresow inkubacji uwzglednialo ewentualne réznice w kinetyce indukcji
enzymoOw z obu grup. Z wczeSniejszych badan wiadomo byto, ze aktywno$S¢ GST
1 NQOI1 odmiennie zmienia si¢ pod wptywem dziatania ekstraktéw ro§linnych bogatych

w bioaktywne fitozwigzki (Piekarska i in., 2014).

111.3.4.3.1. Wptyw ekstraktow z opuncji i burakow na aktywnos¢ enzymow Il fazy
detoksykacji

Rys. 36. Poréwnanie zdolnosci ekstraktéw z z6ttej (YOp), pomaraficzowej (OOp) i
czerwonej (R) odmiany opuncji figowej oraz biatej (WBeet) 1 czerwonej (RBeet)
odmiany burakéw do aktywacji enzyméw 1II fazy detoksykacji w komérkach HT29. Wyniki
przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw + SD. Litera C odnosi si¢ do aktywnoSci
enzymatycznych w komdrkach nietraktowanych. Statystyczna analiza wynikéw zostata
przeprowadzona przy pomocy testy T-studenta: * p<0,05, ** p<0,01.

Wyniki pomiaréw aktywnoSci enzymatycznej S-transferaz glutationowych
(GST) oraz oksydoreduktazy chinonowej (NQO1) wykazaty (Rys. 36), ze ekstrakty
z 26ttej 1 pomaranczowej opuncji indukujag oba enzymy po 6-godzinnej inkubacji,
natomiast po inkubacji 24-godzinnej aktywnoS¢ obu enzymdéw maleje. W przypadku
ekstraktow z czerwonej opuncji oraz ekstraktow z obu odmian buraka nie zauwazono

znaczace] aktywacji badanych enzyméw w poréwnaniu do nietraktowanych komorek
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kontrolnych. Mozna wigc wnioskowaé na podstawie uzyskanych wynikéw, ze zwigzki
z grupy betalain nie wykazuja zdolnoSci do indukcji badanych enzyméw II fazy
detoksykacji. DoSwiadczenia przeprowadzone przez Wettasinghe (Wettasinghe, 1 in.
2002) wskazaly jednak, ze wodne ekstrakty z réznych odmian buraka (biatlej,
pomaraficzowej 1 czerwonej) sa w stanie aktywowac enzymy II fazy detoksykacji w
komoérkach watrobowych (Hepa 1clc7). Najwigkszy stopiefi aktywacji zaobserwowano
dla odmiany czerwonej buraka, natomiast odmiana biata nie wykazata zdolnoSci do
indukcji tych enzyméw. Rdznice pomiedzy omawianymi eksperymentami, a tymi
przeprowadzonymi przez Wettasinghe — czas inkubacji i inna linia komérkowa — mogty
wplyna¢ na wynik eksperymentu. W publikacji Krajka-Kuzniak (Krajka-KuzZniak, i in.
2013) wykazata wplyw roztworu betaniny (2-20 pM) na aktywnoS¢ GST i NQOI1 w
ludzkich komoérkach watrobowych (THLE-2) oraz linii nowotworowej komorek
watroby (HepG2). Obie linie sa komoérkami watrobowymi, ale jedna z nich jest
zmieniona nowotworowo 1 to wilaSnie w niej nastapita indukcja enzymoéw
detoksykacyjnych w wyniku dzialania betaniny, co moze wskazywa¢ na zmiany
metabolizmu ksenobiotykéw w komoérkach raka watroby w poréwnaniu z komérkami

zdrowymi. Efekt ten moze by¢ specyficzny tkankowo.

111.34.3.2. Wptyw ekstraktow z malin, winogron, morwy i porzeczek na aktywno$é
enzymow II fazy detoksykacji

Wyniki pomiaréw aktywnoSci enzymatycznej S-transferaz glutationowych
(GST) oraz oksydoreduktazy chinonowej (NQO1) zebrane na Rys. 37 oraz pomiaréw
stopnia indukcji przedstawione na Rys. 38, wskazuja, ze ekstrakty z zo6ttej i czerwone;]
maliny, czerwonych winogron oraz bialej i czerwonej porzeczki posiadaja zdolnoS¢ do
indukcji badanych enzyméw w komérkach HT29 tak po 6-, jak i1 24-godzinnej
inkubacji. Natomiast ekstrakty z biatych winogron i czarnej porzeczki wydaja si¢ mieé
zdolno$¢ do indukcji badanych enzyméw po 24-godzinnej inkubacji, a ekstrakty z obu
odmian morwy do indukuji aktywnoSci GST po 6 godzinach, a NQO1 po 24 godzinach,
cho¢ w tych przypadkach zmiany nie osiggnety statystycznej istotnoSci. Jak widac nie
mozna zaobserwowa¢ wyraznej zaleznoSci pomi¢dzy zdolnoScig do indukcji enzymow
dotoksykacyjnych II fazy a zawartoScig zwigzkow z grupy antocyjanéw. W wiekszoSci
przypadkéw odmiany jasna i ciemna nie réznily si¢ znaczaco zdolnoScig stymulacji

aktywnoS$ci enzymow II fazy detoksykacji.
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Rys. 38. Stopief indukcji enzymoéw 11 fazy detoksykacji w komérkach HT29 przez ekstrakty z
z6ttej (YRas) i czerwonej (RRas) maliny, biatych (WGra) i czerwonych (RGra) winogron,
biatych (WCur), czerwonych (RCur) i czarnych (BCur) porzeczek oraz bialej (WMul) i czarnej
(BMul) morwy. Litera C odnosi si¢ do aktywnoSci enzymatycznych w komdrkach
nietraktowanych. Wyniki przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw +SD.

111.3.4.3.3. Wplyw ekstraktow z kapust i kalafiorow na aktywnos$¢ enzymow II fazy
detoksykacji

Wyniki pomiaréw aktywnoSci enzymatyczneych S-transferaz glutationowych
(GST) oraz oksydoreduktazy chinonowej (NQO1), przedstawione na Rys. 39.,
pokazaty, ze ekstrakty z biatej 1 czerwonej kapusty maja zdolno$¢ do indukcji badanych
enzymOw zaréwno, po 6- jak 1 24-godzinnej inkubacji. Ekstrakty z obu odmian
kalafiora powodowaty indukcje obu badanych aktywnoSci enzymatycznych dopiero po
inkubacji 24-godzinnej w poréwnaniu do komorek nietraktowanych.

W przypadku roSlin z rodziny Brassicaceae trudno jest okreSli¢, na podstawie
omoOwionych badan, ktére z wielu wystepujacych w nich bioaktywnych fitozwigzkow
mogg odpowiadaé za zdolnoS$¢ do indukcji enzymoéw II fazy detoksykacji, poniewaz
ekstrakty oprocz zwiazkéw z grupy polifenoli zawieraja réwniez produkty rozpadu
glukozynolanéw, o ktérych wiadomo, ze maja zdolnoS¢ aktywacji ekspresji genow

kodujacych enzymy detoksykacyjne.
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Rys. 39. Poréwnanie zdolnoSci biatej (WCab) i czerwonej (RCab) odmiany kapusty oraz biatej
(WCau) i fioletowej (PCau) odmiany kalafiora do aktywacji enzyméw Il fazy detoksykacji w
komérkach HT29. Wyniki przedstawiaja §rednig z trzech pomiaréw + SD. Litera C odnosi si¢
do aktywnoSci enzymatycznych w komérkach nietraktowanych. Statystyczna analiza wynikéw
zostata przeprowadzona przy pomocy testy T-studenta: * p<0,05, ** p<0,01.

111.3.4.4. Zbadanie zdolnosci badanych ekstraktéw ros$linnych do indukcji mutacji

Zdolno$¢ badanych ekstraktow do wywotywania mutacji zostata zbadana
za pomocg mikroptytkowej wersji testu Amesa (Xenometrix). Uzyty zostal szczep
Salmonella typhimurium TA100, z oraz bez aktywacji metabolicznej promutagendéw za
pomoca frakcji S9 izolowanej z watroby szczura. Zbadanie zdolno$¢ badanych
ekstraktow do indukcji mutacji stanowilo uzupelnienie oznaczen genotoksycznoSci.
Chodzito o to, aby sprawdzi¢ czy udowodniona w teScie kometowym zdolno§¢é
badanych ekstraktow do wywolywania uszkodzen DNA jest wynikiem dziatania

mutagendéw badz promutagendéw zawartych w tych roSlinach.

I111.3.44.1. Zbadanie zdolnosci ekstraktow z opuncji figowej i burakow do indukcji
mutacji

Ekstrakty z z6ttej (YOp), pomaranczowej (OOp) 1 czerwonej (ROp) opuncji
oraz biatego (WBeet) i czerwonego (RBeet) buraka nie wykazaty aktywnoSci
mutagennej w stosunku do testowanego szczepu bakteryjnego (Rys. 40). Brak zdolnoSci
do wywolywania mutacji w zestawieniu z wynikami testu kometowego, ktore wskazaty

na zdolno$¢ badanych ekstraktow do powodowania uszkodzefi nici DNA moze
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wskazywaé, ze obserwowana w teScie kometowym fragmentacja DNA nie powstata w

wyniku dziatania mutagendw.

Rys. 40. Poréwnanie zdolno$ci indukowania mutacji w bakteriach S. typhimurium TA100 przez
badane ekstrakty z zé6ttej (YOp), pomaraficzowej (OOp) i czerwonej (ROp) odmiany opuncji
oraz biatej (WBeet) i czerwonej (RBeet) odmiany buraka za pomocg testu Amesa. Kontrole
negatywng (C-) stanowita sterylna woda dejonizowana, natomiast kontrole pozytywna (C+)
stanowity tlenek 4-nitrochinoliny (TA100 — S9) lub 2-aminoantracen (TA100 + S9). Wyniki
przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw + SD.

11134 4.1. Zbadanie zdolnosci ekstraktow z malin, winogron, morwy i porzeczek do
indukcji mutacji

Podobnie jak w przypadku ekstraktow z opuncji i burakéw, rowniez ekstrakty z
z6ttych (YRas) i czerwonych (RRas), biatych (WGra) i czerwonych (RGra) winogron,
biatej (WMul) i czarnej (BMul) morwy oraz biatej (WCur), czerwonej (RCur) i czarnej
(BCur) porzeczki nie wykazaly w teScie Amesa zdolnoSci do wywolywania mutacji
(Rys. 41). Aktywacja metaboliczna za pomoca frakcji S9 rowniez nie wptyneta

na mutagennoS¢ badanych ekstraktow
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Rys. 41. Poréwnanie zdolno$ci indukowania mutacji w bakteriach S. typhimurium TA100 przez
badane ekstrakty z zd6ttej (YRas), i czerwonej (RRas) odmiany maliny, biatej (WGra) i
czerwonej (RGra) odmiany winogron, bialej (WCur), czerwonej (RCur) iczarnej (BCur)
odmiany porzeczki oraz biatej (WMul) i czarnej (BMul) odmiany morwy za pomocg testu
Amesa. Kontrolg negatywna (C-) stanowita sterylna woda dejonizowana, natomiast kontrolg
pozytywna (C+) stanowity tlenek 4-nitrochinoliny (TA100 — S9) lub 2-aminoantracen (TA100
+ S9). Wyniki przedstawiaja Srednia z trzech pomiaréw + SD.

111.3.44.1. Zbadanie zdolnosci ekstraktow z kapust i kalafiorow do indukcji mutacji

Rys. 42. Poréwnanie zdolno$ci indukowania mutacji w bakteriach S. typhimurium TA100 przez
badane ekstrakty z bialej (WCab) i czerwonej (RCab) odmiany kapusty oraz biatej (WCau) i
fioletowej (PCau) odmiany kalafiora za pomoca testu Amesa. Kontrole negatywna (C-)
stanowita sterylna woda dejonizowana, natomiast kontrole pozytywna (C+) stanowity tlenek 4-
nitrochinoliny (TA100 — S9) lub 2-aminoantracen (TA100 + S9). Wyniki przedstawiaja §rednig
z trzech pomiaréw + SD.

Wedtug danych literaturowych niektore glukozynolany obecne w warzywach
kapustowatych maja zdolno§¢ do wywotywania mutacji (Sannjasin-Gerber, et al.,
2011). Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, jednak iz podobnie jak

w przypadku pozostatych ekstraktow roSlinnych zaden z badanych ekstraktow
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nie wykazywat zdolnosci do indukcji procesu mutagenezy w szczepie S. typhimurium
TA100 ani w warunkach normalnych ani w wyniku aktywacji metabolicznej

potencjalnych promutagendéw za pomocg frakcji S9 (Rys. 42).

I11.3.4.5. Oznaczenie wplywu ekstraktow roslinnych na aktywnos$é a-amylazy i o —
glukozydazy.

Cukrzyca typu 2 to choroba charakteryzujaca si¢ hiperglikemia spowodowang
niedoborem lub opornoScig na insuling. Towarzysza jej zaburzenia w metabolizmie
cukrow, ttuszczow 1 bialek. W zwigzku ze skutkami ubocznymi standardowych terapii
przeciwcukrzycowych roSnie zainteresowanie naturalnymi substancjami, ktére moga
wspomagac leczenie i zapobiega¢ objawom tej choroby. Wiadomo, ze kontrolowanie
poziomu glukozy we krwi ma duze znaczenie w ograniczaniu diugoterminowych
komplikacji zdrowotnych. Jednym z podejS¢ terapeutycznych w leczeniu cukrzycy jest
zmniejszenie hiperglikemii wystgpujacej po spozyciu pokarmu. Mozna to o0siagnaé
poprzez opdznienie absorpcji glukozy poprzez zahamowanie aktywnoS$ci enzymow
odpowiedzialnych za proces hydrolizy ztozonych weglowodanéw do monocukréw — a.-
amylazy 1o -glukozydazy. Wiele doniesieh naukowych wskazuje, ze zdolno$¢ do
hamowania aktywnoSci tych enzymow czg¢sto maja fitozwigzki wykazujace aktywnoS¢
przeciwutleniajaca, np. polifenole (Liége Alves de Souza, i in. 2015). Dlatego tez
zasadne wydaje si¢ by¢ uwzglednienie tych testow w badaniach nad wiaSciwoSciami

prozdrowotnymi ekstraktow ro§linnych bogatych w przeciwutleniacze.

111.34.5.1. Oznaczenie wplywu ekstraktow opuncji figowej i burakow na aktywnos¢
a-amylazy i o — glukozydazy.

Rysunek 43 przedstawia poréwnanie zdolnoSci ekstraktow z opuncji oraz burakéw
do inhibicji enzymdéw a -amylazy i a -glukozydazy. Wszystkie odmiany opuncji
wykazaty zdecydowanie wigksza zdolnoS¢ do hamowania aktywnoSci badanych
enzymow od ekstraktow z obu odmian buraka. Zestawiajac uzyskane dane z wynikami
analiz HPLC mozna wysnu¢ wniosek, ze za inhibicje tych enzymdéw nie odpowiadaja
w tym przypadku zwiazki z grupy betalain. Gdyby tak byto wowczas wieksza zdolno§é
do inhibicji wykazywatby czerwony burak, ktory stanowi najbogatsze Zrédio tej grupy
zwigzkow sposrdd badanych ekstraktow. Sktad przeciwutleniaczy wskazywatby raczej

na kwas askorbinowy, ktérego bogatym Zrédtem sa owoce opuncji (Tab. 2), ale
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wniosek ten podwazaja wyniki oznaczefi dla czarnej porzeczki (Rys. 44), ktora jest
mniej efektywnym inhibitorem obu enzyméw amylolitycznych od pozostatych odmian,

pomimo najwyzszej zawartoSci kwasu askorbinowego.

Rys. 43. Poréwnanie zdolnoSci ekstraktéw z zéttej (YOp), pomaraficzowej (OOp) i czerwonej
(ROp) odmiany opuncji, oraz biatej (WBeet) i czerwonej (RBeet) odmiany buraka do inhibicji
enzymoéw o-amylazy i a-glukozydazy. Wyniki sg §rednig z trzech pomiaréw + SD.

I11.3.4.5.2. Oznaczenie wptywu ekstraktow z malin, winogron, morwy i porzeczek
na aktywnosé a-amylazy i o — glukozydazy.

Rysunek 44 przedstawia poréwnanie zdolnosci ekstraktow z malin, winogron,
morwy i porzeczek do inhibicji a-amylazy i a-glukozydazy. Podobnie jak w przypadku
ekstraktow z opuncji 1 burakdéw, wszystkie badane ekstrakty hamowaty dziatanie obu
badanych enzyméw. W przypadku o -amylazy zdolno$S¢ badanych ekstraktow do
inhibicji enzymu byta znacznie nizsza niz w przypadku a-glukozydazy. Drugi enzym
ulegal niemal catkowitej dezaktywacji w przypadku ekstraktow ze wszystkich odmian
malin, porzeczek oraz czarnej morwy. Najnizszg zdolno$¢ do inhibicji tego enzymu
wykazata morwa biata, ale w zwigzku z niskg zawartoScig zwigzkow biologicznie
aktywnych w jej ekstrakcie nie jest to wynik niespodziewany. ROwniez stabsza
zdolno$¢ obu odmian winogron do inhibicji enzyméw moze by¢ powigzana z niska,
w poréwnaniu z innymi badanymi ekstraktami, zawartoScig bioaktywnych metabolitow
wtornych. W przypadku inhibicji a-amylazy, w zasadzie wszystkie badane ekstrakty
wykazaty zdolno$¢ do inhibicji tego enzymu na poréwnywalnym poziomie, niezaleznie

od odmiany.
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Rys. 44. Poréwnanie zdolnoSci ekstraktéw z z6itej (YRas) i czerwonej (RRas) odmiany maliny,
biatej (WGra) i czerwonej (RGra) odmiany winogron, biatej (WCur), czerwonej (RCur) i
czarnej (BCur) odmiany porzeczek oraz biatej (WMul) i czarnej (BMul) odmiany morwy do
inhibicji enzyméw o -amylazy io -glukozydazy. Wyniki przedstawiajg Sredniag z trzech
pomiaréw + SD.

111.3.4.5.2. Oznaczenie wplywu ekstraktow z kapust i kalafiorow na aktywnosé a-
amylazy i a — glukozydazy.

Rys. 45. Poréwnanie zdolnosci ekstraktow z bialej (WCab) i czerwonej (RCab) odmiany
kapusty oraz biatej (WCau) i fioletowej (PCau) odmiany kalafiora do inhibicji enzyméw o -
amylazy i a-glukozydazy. Wyniki przedstawiaja Srednig z trzech pomiaréw +SD.

Podobnie jak w przypadku pozostatych roSlin, rowniez w przypadku kapust
1 kalafior6w wszystkie badane ekstrakty wykazaly zdolno$S¢ do inhibicji badanych
enzymow amylolitycznych (Rys. 45). W p