Rycina 17. Wybrane kwiaty jadalne jako przyktady surowcéw
polifenolowych.
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Streszczenie

Celem pracy jest przedstawienie badan nad wtasciwosciami przeciwutleniajgcymi
i genoprotekcyjnymi ekstraktow z dzikich owocéw, kwiatéw jadalnych i jadalnych
chwastow, ktére moga stanowic czynnik chemoprewencyjny.

Po pierwsze zanalizowano, czy soki bezposrednio wyciskane z dzikich owocéw,
bedace bogatym zrédtem antyoksydantéw takich jak: polifenole, flawonoidy, anto-
cyjany, witamina C, moga chroni¢ DNA przed uszkodzeniami indukowanymi przez
heterocykliczne aminy aromatyczne. Po drugie zbadano, jak rézne formy tradycyjnie
przygotowywanych ekstraktéw roslinnych réznia sie pod wzgledem wtasciwosci prze-
ciwutleniajacych i genoprotekcyjnych. W tym celu z ziét i owocdw przygotowano: na-
pary, nalewki, maceraty i octy fermentowane. Po trzecie zanalizowano, czy ekstrakty
z jadalnych kwiatéw moga dziata¢ ochronnie na DNA zapobiegajac uszkodzeniom ge-
nerowanym przez reaktywne formy tlenu oraz czy pospolite chwasty, uzywane réwniez
jako rosliny jadalne, moga wykazywac¢ dziatanie przeciwutleniajgce i cytoprotekcyjne.

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze dzikie owoce, kwiaty i jadalne pospolite
rodliny dzikorosnace sa cennymi surowcami o dziataniu przeciwutleniajgcym, cyto-
protekcyjnym i genoprotekcyjnym, a za ich wiasciwosci prozdrowotne w najwiekszym
stopniu odpowiadaja zwiazki polifenolowe.

Stowa kluczowe: jadalne kwiaty; dzikie rosliny jadalne; przeciwutleniacze; uszkodze-
nia DNA; chemoprewencja
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Abstract

Fruits, edible flowers and leaves of wild plants - polyphenolic raw materials act
as effective antioxidant and genoprotective agents

The aim of the study is to present research on the antioxidant and genoprotective
properties of extracts from wild fruit, edible flowers and edible weeds, which may be
considered chemopreventive factors.

Firstly, it was analyzed whether juices directly squeezed from wild fruits, which
are a rich source of antioxidants such as: polyphenols, flavonoids, anthocyanins, vita-
min C, could protect DNA against damage induced by heterocyclic aromatic amines.
Secondly, it was investigated how different forms of traditionally prepared plant ex-
tracts differ according to their antioxidant and genoprotective properties. For this
purpose four types of extracts were prepared from herbs and fruits: infusions, tinc-
tures, macerates and fermented vinegars. Thirdly, the edible flower aqueous-ethanol
extracts were analyzed to protect DNA against damage generated by reactive oxygen
species, and whether common weeds, also used as edible plants, may have antioxi-
dant and cytoprotective effect on human cells.

The conducted research confirmed that wild fruit, edible flowers and edible com-
mon wild plants are valuable materials with antioxidant, cytoprotective and genopro-
tective properties, and that polyphenolic compounds are the most responsible for
their health-promoting properties.

Key words: edible flowers; edible wild plants; antioxidants; DNA damage; chemopre-
vention

Wprowadzenie

Material genetyczny podlega ciagtemu dzialaniu szkodliwych czynni-
kéw chemicznych i fizycznych pochodzacych zaréwno ze srodowiska, jak
i z metabolizmu komoérkowego. Ilos¢ wolnych rodnikéw i reaktywnych
form tlenu, najczesciej odpowiedzialnych za uszkadzanie DNA w ko-
morce, zalezy od intensywnosci ich powstawania oraz od efektywnosci
systemow antyoksydacyjnych. Pokarm jako jeden z czynnikéw $rodowi-
skowych moze modulowac¢ procesy generowania oraz usuwania reaktyw-
nych form tlenu, poniewaz wydajno$¢ wielu systemdéw ochronnych zalezy
od spozywanych skladnikéw odzywczych. Przy deficytach przeciwutle-
niaczy, substancji regulacyjnych i budulcowych pochodzacych z diety
akumulacji moze ulegac ilo§¢ uszkodzen struktur komdrkowych, facznie
z materialem genetycznym, ktdre moga prowadzi¢ do negatywnych skut-
kéw zdrowotnych, m.in. do inicjacji proceséw nowotworowych.
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Orga-
nisation) szacuje, ze okolo 35% nowotworéw swoja etiologie wywodzi
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z niewlasciwego sposobu odzywiania [WHO 2003, 2020]. Z jednej
strony szczegdlng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku spozycia
migsa czerwonego i przetworédw migsnych. Udowodniono, ze obrébka
termiczna zZywnosci wysokobiatkowej, m.in. migsa wotowego, drobiu
i ryb, jest gtéwng przyczyna powstawania wielopierscieniowych we-
glowodorow aromatycznych i heterocyklicznych amin aromatycznych
(HCA, ang. heterocyclic aromatic amines), ktore to zwiazki chemiczne
charakteryzuja sie wlasciwosciami mutagennymi i rakotwérczymi [El-
-Zein i wsp. 2006, Nakagama i wsp. 2005, Oz i wsp. 2010]. Ponadto
zwigzki te s3 obecne w srodowisku, m.in. w dymie papierosowym, spa-
linach, $ciekach komunalnych i wodach rzecznych [Jamali i wsp. 2016].
Co wazniejsze, HCA zostaly znalezione w tkankach i ptynach ustrojo-
wych czlowieka, co wskazuje na mozliwos¢ akumulacji tych toksycz-
nych substancji w organizmie ludzkim [Nakagama i wsp. 2005]. HCA
sg klasyfikowane jako czynniki rakotworcze u ludzi przez Migdzyna-
rodowg Agencje Badan nad Rakiem (IARC, ang. International Agency
for Research of Cancer). Wedtug Europejskiego Prospektywnego Bada-
nia Raka i Zywienia (EPIC, ang. European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) podczas przetwarzania migsa najczesciej i w naj-
wiekszych iloéciach powstaje PhIP (2-amino-1-metylo-6-fenyloimi-
dazo(4,5-bi)pirydyna), a regularne spozywanie przetworzonego miegsa
zwigksza ryzyko choréb uktadu krazenia i $mierci z powodu nowotwo-
réw [Rohrmann i wsp. 2009]. Z drugiej strony, liczne badania wska-
zujg, ze spozywanie warzyw i owocow zmniejsza ryzyko nowotworéw
oraz przedwczesnego zgonu [Vanamala 2015, Afrin i wsp. 2016, Aqil
i wsp. 2016, de Carvalho i wsp. 2016]. Spozycie owocow i warzyw moze
hamowa¢ rozwdj nowotwordéw poprzez zmniejszenie ilosci uszkodzen
wprowadzanych do DNA w wyniku stresu oksydacyjnego, wsparcie
proceséw naprawy DNA [Lépez-Romero i wsp. 2018], hamowanie en-
zymoéw prooksydacyjnych [Wu i Tian 2017], hamowanie angiogene-
zy poprzez wyciszanie szlakéw sygnalowych czynnikéw wzrostowych
[Baba i wsp. 2016], a takze na drodze indukcji apoptozy w komoérkach
nowotworowych [Deng i wsp. 2017]. Udowodniono, ze grejpfruty, zu-
rawina, granat, guawa, ananas i mango [Izquierdo-Vega i wsp. 2017],
zielona herbata, czerwone wino, boréwki, jezyny, czerwone winogrona,
kiwi, arbuz, pietruszka i szpinak [Lopez-Romero i wsp. 2018] zapobie-
gaja kancerogenezie. Wykazano, ze sok z jablek, rozmaryn i ekstrakt
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z pestek winogron przeciwdzialaja tworzeniu si¢ HCA [Cheng i wsp.
2007], natomiast czeres$nie, boréwki i czarna porzeczka zapobiegaja
uszkodzeniom DNA indukowanym przez HCA poprzez modulacje ak-
tywnosci enzymow detoksyfikacyjnych I fazy [Platt i wsp. 2010]. Geno-
toksyczno$¢ HCA zmniejszaja réwniez skladniki herbaty, soi i kurkumy
[Zhao i wsp. 2017, Cierniak i wsp. 2017, 2018], jednakze stosunkowo
stabo s3 przebadane wlasciwosci chemoprotekcyjne dzikich owocéw
z potkuli pétnocnej. Ponadto warzywa sa zrédlem kwasu foliowego nie-
zbednego do syntezy nukleotydéw, stanowigcych nieodzowny substrat
do procesu naprawy DNA [Kalemba-Drozdz 2010].

W strefie klimatu umiarkowanego $rednich szerokosci geograficz-
nych i strefach podbiegunowych, gdzie swieze owoce i ziota nie sg do-
stepne przez caly rok, sezonowe produkty roslinne sg przetwarzane
na przetwory, takie jak dzemy, syropy, kompoty, marynaty i nalewki.
Tradycyjne metody ekstrakcji skladnikéw aktywnych z owocow i ziot
opieraja si¢ gtoéwnie na ich macerowaniu w etanolu (nalewki/intrak-
ty) lub konserwowaniu cukrem badz octem. Alternatywnym sposobem
przetwarzania owocow i zidt do celéw kulinarnych i prozdrowotnych,
zdobywajacym obecnie coraz wigksza popularnos¢, jest pseudofermen-
tacja octowa.

Dzikie owoce byly elementem tradycyjnej diety w poprzednich po-
koleniach, ale obecnie sg sktadnikami raczej malo popularnymi, wyko-
rzystywanymi gléwnie przez konsumentéw preferujacych ekologiczny
styl zycia. Podobnie sytuacja wyglada z dzikimi roslinami powszechnie
uwazanymi za chwasty, jak: mniszek lekarski (Taraxacum officinale),
pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica), szczaw zwyczajny (Rumex aceto-
sa), ktore kiedy$ byly wykorzystywane jako pozywienie [Luczaj 2011,
Luczaj i Szymanski 2007, Molina i wsp. 2014, Pasta i wsp. 2020, Vor-
stenbosch i wsp. 2017, Biscotti i Pieroni 2015, Cucinotta i Pieroni 2018],
jednak obecnie ich zastosowanie jest bardzo ograniczone, gtéwnie do
ziolowych naparéw pijanych w celach prozdrowotnych [Chevalier
i wsp. 2014].

Jadalne kwiaty, cho¢ wydaja si¢ modng nowinkg kulinarna, sa obec-
ne od wiekéw w kuchni europejskiej [W.M 1655, Matyjaszczyk i Smie-
chowska 2019, Kalemba-Drozdz2019b]. Jedzenie kwiatow ma wielowie-
kowa tradycje rowniez w kulturze kulinarnej Azji i Bliskiego Wschodu,
a takze w zwyczajach rdzennych Amerykanéw. We wspoélczesnej kuchni



3. Owoce, jadalne kwiaty i licie dzikich roslin - surowce polifenolowe 55

kwiaty ponownie wydaja si¢ zyskiwa¢ na popularnosci stuzac jako de-
koracja potraw, przyprawa lub skladnik dan, tym samym poprawiajac
ich walory estetyczne, zapachowe i smakowe [Kalemba-Drozdz 2021a].
Jadalne kwiaty moga przynies¢ liczne korzysci zdrowotne wynikajace
z wysokiej zawartos$ci polifenoli, szczegélnie antocyjandw i innych fla-
wonoidéw, a takze z witamin, karotenoidéw, zwigzkéw terpenowych
i zwigzkéw mineralnych [Ayoobi i wsp. 2017, Fairlie-Jones i wsp. 2017,
Kalemba-Drozdz i Cierniak 2019, Loizzo i wsp. 2016, Navarro-Gon-
zélez i wsp. 2014, Park i wsp. 2017, Pinela i wsp. 2017, Pires i wsp. 2018,
Rachkeeree i wsp. 2018, Valsalam i wsp. 2019, Wang i wsp. 2017].

Celem przeprowadzonych analiz byto okreslenie potencjalnie geno-
protekcyjnego dziatania réznych form ekstraktow z roslin jadalnych.

Pierwszym etapem bylo zbadanie, czy soki wyciskane z dzikich
owocdéw moga chroni¢ DNA limfocytow zdrowych oséb przed geno-
toksycznym dzialaniem heterocyklicznej aminy PhIP. Oznaczono cat-
kowita zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych, flawonoidéw, antocyjanéw
i witaminy C, sile redukcyjna i aktywnos¢ antyoksydacyjna w sokach
z owocOw: aronii czarnej (Aronia melanocarpa), bzu czarnego (Sam-
bucus nigra), boréwki czarnej (Vaccinium myrtillus), jezyny faldowanej
(Rubus plicatus), maliny wlasciwej (Rubus idaeus), rézy pomarszczonej
(Rosa rugosa) (rycina 1, s. 9), rokitnika zwyczajnego (Hippophae rham-
noides) i zurawiny blotnej (Vaccinium oxycoccos).

Kolejnym krokiem bylo poréwnanie réznych form ekstraktéw od-
zwierciedlajacych tradycyjne kulinarne sposoby przetwarzania owo-
cOw i zi6l przygotowanych z tych samych partii materiatu roslinnego.
Analizowano fermentowane octy, maceraty octowe, odwary i nalewki
pod katem ich skfadu fitochemicznego, wlasciwosci przeciwutleniaja-
cych i zdolnosci do zapobiegania uszkodzeniom DNA. Do poréwnania
wlasciwosci réznych typow ekstraktéw wykorzystano maliny wlasciwe
(Rubus idaeus), owoce dzikiej rézy (Rosa canina), jabtka (Malus dome-
stica), lawende waskolistng (Lavandula angustifolia), miete pieprzowa
(Mentha piperita) oraz platki rézy pomarszczonej (Rosa rugosa).

Do analizy wtasciwosci jadalnych dzikich roslin kwiatéw wybrano
1-procentowe ekstrakty etanolowo-wodne z nastepujacych kwiatow:
malwa rézowa (Alcea rosea), stokrotka pospolita (Bellis perennis), nagie-
tek lekarski (Calendula officinalis), wrzos zwyczajny (Calluna vulgaris),
chaber btawatek (Centaurea cyanus), stonecznik zwyczajny (Helianthus
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annuus), liliowiec ogrodowy (Hemerocallis xhybrida), lawenda wasko-
listna (Lavandula angustifolia), rumianek pospolity (Matricaria cha-
momilla), pysznogtéwka szkartatna (Monarda didyma), pierwiosnek
beztodygowy (Primula vulgaris), réza damascenska (Rosa damascena),
réza pomarszczona (Rosa rugosa), bez czarny (Sambucus nigra), aksa-
mitka rozpierzchta (Tagetes patula), mniszek lekarski (Taraxacum of-
ficinalis), koniczyna czerwona (Trifolium pratense), nasturcja wieksza
(Tropaeolum majus) i fiolek rogaty (Viola cornuta). Wybrane kwiaty
jadalne przedstawiono na rycinie 17 (s. 49). Zbadano site antyoksyda-
cyjna ekstraktow, zawartos¢ polifenoli oraz dziatanie cytotoksyczne na
limfocyty od zdrowego dawcy. Uszkodzenia oksydacyjne DNA limfocy-
tow indukowano nadtlenkiem wodoru i badano, czy ekstrakty kwiato-
we wykazujg dziatanie genoprotekcyjne.

Podobnie zbadano wlasciwosci przeciwutleniajgce, cytotoksyczne
i genotoksyczne/genoprotekcyjne 2-procentowych alkoholowo-wod-
nych ekstraktow ze $wiezych lisci wybranych dzikich roslin jadalnych
rosngcych pospolicie w Europie w klimacie umiarkowanym, ktérymi
sq: babka lancetowata (Plantago lanceolata), bluszczyk kurdybanek
(Glechoma hederacea), mniszek lekarski (Taraxacum officinalis), po-
dagrycznik pospolity (Aegopodium podagraria), pokrzywa zwyczajna
(Urtica dioica), szczaw zwyczajny (Rumex acetosa).

Materiaty i metody

Komarki

Krew dostarczono z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Transfu-
zji Krwi w Krakowie. Zostala ona oddana przez zdrowych dawcéw plci
meskiej w wieku: 26, 34 i 36 lat, oraz kobiety w wieku 39 lat. Ludzkie
limfocyty krwi obwodowej wyizolowano z krwi heparynizowanej przy
pomocy metody wirowania gradientowego z uzyciem Histopaque 1077
(Merck) zgodnie z protokolem producenta. Do czasu eksperymentu ko-
morki zamrozono w temperaturze -80°C w 40% RPMI-1640, 50% FBS
(wolowej surowicy plodowej, ang. fetal bovine serum) i 10% DMSO (di-
metylosulfotlenek).
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Odczynniki

Histopaque 1077, trypsyna, bromek etydyny, Fast Blue BB (FBBB),
(+)-katechina, 3-glukozyd cyjanidyny, kwercetyna, nadtlenek wodoru,
DMSO, Triton X-100, Trizma Base i FDA zostaly dostarczone z Merck
(Sigma-Aldrich).

RPMI dostarczyt Cytogen GmbH; FBS - Lonza; penicyling i strepto-
mycyne - Biomed; agaroze o normalnej temperaturze topnienia (NMPA,
ang. normal melting point agarose) i o niskiej temperaturze topnienia
(LMPA, ang. low melting point agarose) — Gibco BRL; EDTA oraz jodek
propidyny - MP Biomedicals; 2,4,6-Tris(2-pirydylo)-s-triazyne (TPTZ) -
Fluka Analytical; PBS bez wapnia i magenzu, A1C13, KCl, NaCl, NaNOz,
HCI, NaOH, metanol, octan sodu tréjwodny i siarczan zelaza siedmio-
wodny — Avantor Performance Materials Poland S.A; chlorek zelaza (IIT)
szesciowodny (PARK Scientific) i PhIP (CAS-No. 105650-23-5, 98% pu-
rity) — Toronto Research Chemicals Inc. Roztwor roboczy PhIP przygo-
towano w 1% DMSO i przechowywano zamrozony (-20°C).

Standardy flawonoidéw i kwaséw fenolowych do HPLC zostaly do-
starczone przez: ChromaDex, Irvine, CA, USA; Merck, Darmstadt, Ger-
many; ChemFaces Biochemical Co., Wuhan, PRCh; oraz Zaklad Farma-
kognozji Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Ekstrakty w formie tradycyjnych przetworéw

Maliny, migta, jablka i lawenda zostaly kupione w lokalnych sklepach
spozywczych (Krakéw) w sezonie letnim. Owoce dzikiej rézy (Rosa cani-
na) zbierano jesienia, natomiast platki rézy pomarszczonej (Rosa rugosa)
zebrano w lecie w dzikich rejonach Matopolski. Owoce rézy przechowy-
wano w -80°C do czasu przygotowywania ekstraktow; pozostale surowce
wykorzystano niezwlocznie po zakupie lub zbiorze.

Analizie poddano cztery rodzaje ekstraktow: octy fermentowane,
maceraty octowe, odwary i nalewki, przygotowywane z: malin (Rubus
idaeus), skorek obranych z jabtek (Malus domestica), migzszu owocow
dzikiej rozy (Rosa canina), kwiatow lawendy (Lavandula angustifolia),
lisci miety pieprzowej (Mentha piperita) i platkéw rézy pomarszczonej
(Rosa rugosa), w 70-procentowym etanolu. Ekstrakty owocowe sporza-
dzono z 30-procentowym wkiadem materiatu roslinnego, a ekstrakty
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ziolowe z 2-procentowym wsadem. Ilo§¢ materialu roslinnego dobra-
no zgodnie z obserwacjami zielarzy doswiadczonych w fermentacji
octowej, dostosowujac intuicyjng metode wolumetryczng do wzorcéw
wagowych. Ekstrakty przygotowywano trzykrotnie, za kazdym razem
stosujac jedna partie materiatu roélinnego dla wszystkich rodzajow eks-
traktéw. Ekstrakcja byla prowadzona w temperaturze pokojowej, a ma-
terial byl chroniony przed $wiatlem. Przygotowane ekstrakty wirowa-
no przez 10 min (5000 obr./min), zlano znad osadu i przechowywano
w -80°C do czasu eksperymentu.

Fermentowane octy

Uzyskanie octu z surowych sokéw owocowych lub z materiatu roélin-
nego w wodzie z cukrem przebiega dwuetapowo [Budak i wsp. 2014,
Stornik i wsp. 2016]. W pierwszym etapie drozdze Saccharomyces prze-
twarzaja cukry (glukoze, fruktoze i sacharoz¢ — dodane lub wystepu-
jace naturalnie) w etanol podczas fermentacji alkoholowej. Za drugi
etap odpowiadajg bakterie kwasu octowego Acetobacter, ktore utlenia-
ja etanol do dwutlenku wegla i wytwarzaja kwas octowy podczas tzw.
fermentacji tlenowej, zwanej réwniez pseudofermentacja, poniewaz
z zasady fermentacja jest procesem beztlenowym. Fermentowane octy
przygotowano z 30 g owocow lub 2 g $wiezych zi6t i 8 g sacharozy w za-
wiesinie o lacznej masie 100 g, co ilosciowo odpowiada zwyczajowej
objetosciowej metodzie produkcji domowych octéw. Za fermentacje
odpowiadaly dzikie szczepy mikroorganizméw zyjace na materia-
le rodlinnym. Zawiesiny materiatu roslinnego trzymano w zakrytych,
ale niezamknietych szklanych butelkach i mieszano dwa razy dziennie
przez 4 tygodnie. Po zakonczeniu fermentacji octowej ocet zostal zwi-
rowany i zdekantowany znad osadu. Ocet przygotowano trzykrotnie dla
kazdego z owocow i zi6l.

Maceraty octowe

30 g owocow lub 2 g $wiezych zidt zalano 8-procentowym kwasem octo-
wym (ocet spozywczy) do tgcznej masy 100 g i trzymano w zamknietych
butelkach, w ciemno$ci, w temperaturze pokojowej przez 4 tygodnie. Na-
stepnie macerat zwirowano znad osadu roslinnego. Maceraty przygoto-
wano trzykrotnie dla kazdego z owocow i zidt.
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Odwary

Woda zalano 30 g owocow lub 2 g swiezych ziol do Tacznej masy 100 g
i inkubowano w zamknietych butelkach w fazni wodnej o temperaturze
100°C przez 25 min. Odwary przygotowywano trzykrotnie dla kazdego
z owocow i ziol. Ekstrakty przechowywano w temperaturze pokojowej
przez 4 tygodnie.

Nalewki

30 g owocow lub 2 g zidt zalano 70-procentowym etanolem do lgcznej
masy 100 g i trzymano w zamknietych butelkach w temperaturze pokojo-
wej przez 4 tygodnie. Ekstrakty etanolowe przygotowano trzykrotnie dla
kazdego z owocow i ziot.

Po przygotowaniu ekstraktéw probki odwirowywano przez 10 min
(5000 obr./min), a supernatant zebrano i przechowywano w -80°C.
W eksperymentach fitochemicznych do réznych rodzajéw ekstraktow
stosowano rozne rodzaje Slepych prdobek; dla octéow fermentowanych
i odwaréw byta to woda, dla maceratéw octowych ocet spozywczy, a dla
nalewek 70-procentowy etanol.

Soki owocowe

Soki tloczone z owocéw pochodzily z uznanych na polskim rynku firm:
Polska Rdza (Raszyn) i Oleofarm (Wroctaw). Owoce byty myte, mielo-
ne, prasowane, a wyttoczony sok pasteryzowany. Wykorzystano dostepne
komercyjnie soki z: aronii czarnej (Aronia melanocarpa), bzu czarnego
(Sambucus nigra), boréwki czarnej (Vaccinium myrtillus), jezyny fatdo-
wanej (Rubus plicatus), maliny wlasciwej (Rubus idaeus), rézy pomarsz-
czonej (Rosa rugosa), rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides), zu-
rawiny blotnej (Vaccinium oxycoccos). Uzywano sokéw w rozcienczeniu
0,1%. Stezenie robocze ekstraktéw ustalono na podstawie wczesniejszych
badan, ktére wykazaly, ze powyzsze stezenie flawonoidéw w hodowli in
vitro osiaga poréwnywalne wartosci do poziomu uzyskanego w surowi-
cy po doustnym przyjeciu 60 ml soku owocowego [Nguyen i wsp. 2010,
Hollman i wsp. 1997]. W badaniu uwzgledniono réwniez 1-procentowe
rozcienczenie, aby sprawdzi¢, czy soki nie dzialajg cytotoksycznie w wyz-
szych stezeniach.
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Wyciagi z kwiatow

Jednoprocentowe wyciagi alkoholowe (tynktury/nalewki) przygotowa-
no poprzez maceracje 1 g suszonych, rozdrobnionych ptatkéw kwiatow
w 100 g 40-procentowego etanolu przez 14 dni. Suszone platki rézy da-
mascenskiej (Rosa damascena) dostarczono z Bulgarii, hibiskus szcza-
wiowy (ketmia szczawiowa, Hibiscus sabdariffa) pochodzil z Tajlandii,
a platki jasminu lekarskiego (Jasminum grandiflorum) z Maroka.

Platki kwiatow: aksamitka rozpierzchta (Tagetes patula), bez czar-
ny (dziki bez, Sambucus nigra), chaber btawatek (Centaurea cyanus),
fiotek rogaty — kwiaty granatowe (Viola cornuta), koniczyna czerwona
(koniczyna fakowa, Trifolium pratense), liliowiec ogrodowy (Hemero-
callis xhybrida), lawenda waskolistna (Lavandula angustifolia), malwa
rézowa — kwiaty czarne (malwa ogrodowa, Alcea rosea), mniszek le-
karski (Taraxacum officinale), nagietek lekarski (Callendula officina-
lis), nasturcja wigksza (Tropaeolum majus), pierwiosnek beztodygowy
(Primula vulgaris), pysznoglowka szkartatna (Monarda didyma), ru-
mianek pospolity (Matricaria chamomilla), réza damascenska (Rosa
damascena), réza pomarszczona (Rosa rugosa), stonecznik zwyczajny
(Heliantus annuus), stokrotka pospolita (Bellis perenis), wrzos zwyczaj-
ny (Calluna vulgaris), zebrano w podmiejskich rejonach wojewodztwa
malopolskiego i wysuszono.

Ekstrakty z lici dzikich roslin

Przygotowano alkoholowo-wodne ekstrakty z lisci dzikich roslin jadal-
nych rosnacych pospolicie w rejonie Matopolski. Byly to: babka lanceto-
wata (Plantago lanceolata), bluszczyk kurdybanek (Glechoma hederacea),
mniszek lekarski (Taraxacum officinalis), podagrycznik pospolity (Aego-
podium podagraria) - liscie mtode i liScie doroste, pokrzywa zwyczajna
(Urtica dioica), szczaw zwyczajny (Rumex acetosa).

2 g $wiezych, rozdrobnionych li$ci zalano do masy 100 g 40-procento-
wym etanolem i macerowano przez 14 dni.

Hodowla komorkowa

Przed kazdym eksperymentem limfocyty rozmrozono w medium RPMI
z dodatkiem 50% FBS i wirowano przy 135 x g (1200 rpm) w 4°C przez
5 min. Nastepnie komorki wysiano na 96-studzienkowg plytke w gestosci
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1 x 10* komdrek na studzienke w pozywce RPMI z 10% FBS i inkubowa-
no w 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO, przez 30 min.

W kolejnym etapie komdrki inkubowano z ekstraktami roslinnymi
w stezeniu 1% w temperaturze 37°C w atmosferze zawierajgcej 5% CO,
przez 1 godzing. W przypadku badania genotoksycznego wplywu amin
heterocyklicznych zastosowano inkubacje z PhIP o stezeniu: 25, 50, 75,
100 uM lub z sokiem owocowym o stezeniu 0,1% przez 1 godzing. W celu
zbadania wiasciwoséci genoprotekcyjnych limfocyty inkubowano przez
1 godzine jednoczesnie w 100 uM PhIP oraz w sokach o stezeniu 0,1%.
Jako kontrole negatywna zastosowano komorki nietraktowane dodatko-
wymi czynnikami a jedynie inkubowane w pozywce. W przypadku kon-
troli pozytywnej zastosowano komoérki inkubowane w pozywce z 100 uM
PhIP. Stezenie aminy heterocyklicznej dobrano na podstawie uzyskanych
wynikow, ktore jednoznacznie wskazywaly, ze w tym stezeniu PhIP na
pewno bedzie indukowac¢ uszkodzenia DNA i powstawanie RFT.

W przypadku badania ochronnego ekstraktow roslinnych przeciwko
czynnikom utleniajacym zastosowano analogiczny ukfad eksperymentu,
stosujac inkubacje limfocytéw przez 5 min w 25 uM H,0, w 37°C w at-
mosferze zawierajacej 5% CO,. Kontrole negatywng stanowity komorki
nie traktowane niczym, a kontrole pozytywna komérki poddane dziata-
niu 25 uM nadtlenku wodoru.

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono trzykrotnie niezalez-
nie dla limfocytéw od réznych dawcow, a wszystkie probki wykonano
w dwdch powtdrzeniach.

Catkowita zawartos¢ polifenoli - Fast Blue BB assay

Calkowitg zawartos¢ polifenoli w ekstraktach roslinnych oznaczono przy
pomocy testu Fast Blue BB (FBBB). Jest to metoda ilo$ciowego oznacza-
nia zwigzkow fenolowych, alternatywna dla testu Folina-Ciocalteu, ktéra
umozliwia wyeliminowanie wplywu kwasu askorbinowego na wynik do-
$wiadczenia poprzez bezposrednie oddzialywanie polifenoli z odczynni-
kiem FBBB w $rodowisku alkalicznym. 0,2 ml odczynnika FBBB o ste-
zeniu 0,1% dodano do probek o objetosci 2 ml, mieszano przez 1 min,
a nastepnie dodano 0,2 ml NaOH o stezeniu 5%. Prébki inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 90 min. Absorbancj¢ mierzono przy
uzyciu spektrofotometru LEDetect (Labexim, Austria) przy fali o diugo-
$ci 420 nm. Wyniki wyrazono jako réwnowazniki kwercetyny [mg/ml].
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Zawarto$¢ witaminy C mierzona przy pomocy metody Tillmansa

Metoda Tillmansa opiera si¢ na redukcji 2,6-dichlorofenoloinodofenolu
(DCPIP, odczynnik Tillmansa) przez kwas askorbinowy. Ze wzgledu na
silne zabarwienie sokéw owocowych metode zmodyfikowano poprzez
uzycie rozpuszczalnika organicznego (chloroformu). 10 ml odwirowane-
go soku rozcieniczono chloroformem do 50 ml. 10 ml roztworu miarecz-
kowano 1 mM DCPIP, az do uzyskania widocznego, lekko rézowego za-
barwienia utrzymujacego sie przez co najmniej 10 sekund. Kazdg probke
analizowano w trzech powtdrzeniach. Jako wzorzec zastosowano roztwor
kwasu askorbinowego o stezeniu 1 mg/ml.

Sifa redukcyjna (FRAP)

Do oceny sily redukcyjnej ekstraktow rosdlinnych zastosowano zmodyfi-
kowang metode FRAP (ang. ferric reducing antioxidant power). Krzywa
kalibracyjna przygotowano przy uzyciu standardowych prébek roztwo-
ru FeSO, o gradiencie stezen 0-1 mM. 17 ul prébki FeSO, zmieszano
z 200 pl roztworu FRAP1 (300 mM bufor octanowy, pH = 3,6; 10 mM
TPTZ) i inkubowano w ciemnosci przez 20 min w temperaturze pokojo-
wej. 200 pl roztworu FRAP2 (300 mM bufor octanowy, pH = 3,6; 10 mM
TPTZ, 20 mM FeCl,) dodano do 17 ul sokéw o stezeniu 0,1% rozciericzo-
nych w 40-procenotowym etanolu. Kazda probke zanalizowano w trzech
powtdrzeniach. Jako kontrole pozytywna uzyto roztworu witaminy C
w stezeniu 0,1%. Probke odniesienia stanowil 40-procentowy etanol.
Mieszaning reakcyjng pozostawiono na 20 min w ciemnosci, w tempe-
raturze pokojowej, a nastepnie zmierzono absorbancje przy fali dtugosci
593 nm za pomocg czytnika Tecan Spectra Fluor Plus (Tecan, Szwajca-
ria). Wyniki FRAP wyrazono jako ekwiwalent stezenia jonéw Fe** oraz
jako ekwiwalent kwasu askorbinowego

Catkowita zawartos¢ flawonoidow

W celu zbadania catkowitej zawartosci flawonoidéw do 1 ml soku z owo-
céw dodano 0,3 ml NaNO, o stezeniu 5% i po 5 min inkubacji doda-
no 0,3 ml AlCI, o stezeniu 10%. Nastepnie do prébek dodano 2 ml 1 M
NaOH. Probki rozcienczono 4 ml wody destylowanej. Absorbancje
mierzono przy 510 nm uzywajac spektrofotometru LEDetect. Catkowi-
ta zawarto$¢ flawonoidow okreslono za pomoca krzywej standardowe;j
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wyznaczonej przy uzyciu (+)-katechiny i wyrazono jako ekwiwalenty ka-
techiny (CE) [mg/ml].

Zawarto$¢ antocyjanow

Catkowita zawarto$¢ antocyjandw oznaczono spektrofotometrycznie me-
toda roéznicowego pH. Po 0,2 ml soku owocowego rozcienczono 0,8 ml
25 mM KCI (pH = 1,0) lub 0,8 ml 0,4 M CH,COONa-3H,0 (pH = 4,5).
Rozcienczone prébki wytrzasano i inkubowano w ciemnosci, w tempera-
turze pokojowej przez 15 min. Absorbancje kazdej rozcienczonej prébki
mierzono przy dwoch dlugosciach fali: 520 nm i 700 nm, przy pomocy
spektrofotometru LEDetect, stosujac wode jako probke odniesienia. Ste-
zenie antocyjanéw obliczono wedlug wzoru:

stezenie antocyjandw = A x MM x WR x 10°/e x

gdzie:

+ A- (Aszo - A7oo) H=10 (Aszo - A700)pH:4,5;

MM - masa molowa 3-glukozydu cyjanidyny = 449,2 g/mol;

WR - wspotczynnik rozcienczenia = 5;

10° - wspolczynnik przeliczenia graméw na miligramy;

¢ — molowy wspolczynnik ekstynkgji 3-glukozydu cyjanidyny = 26 900 dm?/
mol X cm;

o |- dlugo$¢ sciezki optycznej [cm].

Zawarto$¢ antocyjanow w sokach wyrazono jako ekwiwalent 3-gluko-
zydu cyjanidyny [mg/ml].

Identyfikacja polifenoli w ekstraktach za pomocg HPLC

Ekstrakty analizowano przy uzyciu systemu HPLC z detektorem dio-
dowym (DAD) (Elite LaChrom, seria L-2000, Hitachi, Tokio, Japonia)
wyposazonego w kolumne analityczng Purospher RP-18e (4 x 250 mm,
5 um, Merck, Darmstadt, Niemcy) w 25°C, przy uzyciu opisanej uprzed-
nio metody [Sulkowska-Ziaja i wsp. 2017]. Faza ruchoma skladata sig
z metanolu (A) i kwasu octowego (B) o stezeniu 0,5% (obj./obj.). Szyb-
ko$¢ przeptywu ustawiono na 1,0 ml/min przy objetosci wtrysku 10 pl.
Zastosowany schemat elucji gradientowej byl nastepujacy:

(stosunek A/B) 20:80%, t=0-20 min; 30:70%, t=35 min; 60:40%,
t=60 min; 100:0%, t=70-75 min; 20:80%, t=80-90 min.
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Polifenole wykrywano przy fali dtugosci 254 nm (zakres rejestracji
200-400 nm). Analizy ilo§ciowe oparto na poréwnaniu ze standardowy-
mi zwigzkami:

- kwasami fenolowymi: kwas benzoesowy; kwas chlorogenowy; kwas
izochlorogenowy; kwas cynamonowy; kwas dihydrokawowy; kwas
elagowy; kwas fenylooctowy; kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy;
kwas 3-hydroksyfenylooctowy; kwas 4-O-feruloilochinowy; kwas fe-
rulowy; kwas izoferulowy; kwas galusowy; kwas gentyzynowy; kwas
kaftarowy; kwas kawowy; kwas kryptochlorogenowy; kwas neochlo-
rogenowy; kwas p-hydroksybenzoesowy; kwas m-kumarowy; kwas
o-kumarowy; kwas p-kumarowy; ester metylowy kwasu p-kumarowe-
go; kwas protokatechowy; kwas rozmarynowy; kwas salicylowy; kwas
synapinowy; kwas syryngowy; kwas wanilinowy;

- katechinami: epigallokatechina; galusan epigallokatechiny; (+)-kate-
china; epikatechina; galusan epikatechiny;

- glikozydami fenylopropanoidowymi: izowerbaskozyd; werbaskozyd;

- flawonoidami: kemferol; astragalina (3-O-glukozyd kemferolu);
3-O-glukoramnozyd kemferolu; 3-O-ramnozyd kemferolu; 4’-gluko-
zyd kemferolu; 7-ramnozyd kemferolu; awikularyna (3-O-arabinofu-
ranozyd kwercetyny); populina (7-O-glukozyd kemferolu); robinina
(3-O-robinozyd-7-O-ramnozyd kemferolu); trifolina (3-O-galakto-
zyd kemferolu); kwercetyna; kwercytryna (3-ramnozyd kwercetyny);
3-glukuronid kwercetyny; 7-O-glukozyd kwercetyny; hyperozyd
(3-O-galaktozyd kwercetyny); izokwercetyna (3-d-glukozyd kwer-
cetyny); rutozyd (3-rutynozyd kwercetyny); 7-O-neohesperozyd
naryngeniny; 7-O-rutynozyd naryngeniny; apigenina; apigetryna
(7-O-glukozyd apigeniny); 5-glukozyd apigeniny; 7-glukuronid api-
geniny; 7-ramnozyd apigeniny; witeksyna (8-c-glukozyd apigeniny);
bajkaleina; bajkalina; chryzyna; cynarozyd (7-O-glukozyd luteoliny);
diosmetyna; izoramnetyna; luteolina; mirycetyna; oroksylina A; ram-
netyna; 3-ramnozyd izoramnetyny; skulkapflawon II; skutelareina;
skutelaryna; wogonina; wogonozyd.

Kazdy ekstrakt analizowano w trzech powtorzeniach.

Zawarto$¢ karotenoidow

Stezenie karotenoidéw oznaczono metoda spektrofotometryczng dla
pieciu dominujacych typow karotenoidéw: beta-karotenu, zeaksantyny,
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likopenu, luteiny i beta-kryptoksantyny. 1 ml prébki odparowano przy
uzyciu koncentratora prozniowego CentriVap (Labconco, Kansas City,
Missouri, USA) przy 1725 obr./min i 4°C, a substancje stale rozcieniczono
w 100 ul acetonu. Absorbancje mierzono spektrofotometrem LEDetect
przy fali dlugosci 450 nm. Probki analizowano w trzech powtdrzeniach.

Zywotnos¢ komorek

Do pomiaréw zywotnosci komodrek w obecnosci ekstraktow roslinnych
wykorzystano metode réznicowego barwienia fluorescencyjnego. Komor-
ki wysiano w gestosci 2 x 10* komoérek/studzienke w 96-dotkowych plyt-
kach; do studzienek dodano ekstraktu o stezeniu 0,1% lub 1%, 100 uM
PhIP lub 25 uM H,0,,
Barwniki fluorescencyjne zostaly przygotowane poprzez zmieszanie 30 pl
dwuoctanu fluoresceiny w acetonie (FDA, 5 mg/ml), 200 ul bromku ety-
dyny (EtBr, 200 pg/ml) w PBS oraz 4,8 ml PBS bez jonow Ca** i Mg*'.

a nastepnie inkubowano przez 1 i 24 godziny.

Rycina 18. Obraz mikroskopowy badania zywotnosci limfocytéw w metodzie fluorescencyjnego
barwienia réznicowego. Komérki aktywne metabolicznie wykazujg zielong fluorescencje, komérki
martwe - czerwong
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Prébki zmieszano z FDA/EtBr w proporcji 1:1 i umieszczono na
szkietkach mikroskopowych. Komérki aktywne metabolicznie sg zdolne
do hydrolizy dwuoctanu fluoresceiny do fluoresceiny przez co wykazuja
zielong fluorescencje, podczas gdy utrata integralnosci blony umozliwia
wnikanie bromku etydyny do komoérki i barwienie kwaséw nukleino-
wych na czerwono, jak pokazano na rycinie 18.

Komorki wizualizowano w mikroskopie fluorescencyjnym Olympus
IX 50 (Olympus, Tokio, Japonia) w $wietle wzbudzajacym o fali dltugosci
450 nm (niebieski filtr). Z kazdej prébki zliczano po 100 kolejnych ko-
morek. Badanie wykonano dla kazdego ekstraktu w trzech niezaleznych
eksperymentach.

Ocena zywotnosci komorek za pomocg testu MTT

Alternatywnie do pomiaru zywotnosci komorek w obecnosci ekstraktow
rodlinnych zastosowano metode barwienia MTT. Zotty barwnik tetrazo-
lowy MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu)
jest redukowany do jego nierozpuszczalnej w wodzie purpurowej po-
chodnej - formazanu ((E,Z)-5-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-1,3-difenylo-
formazan) przez zalezne od NADH i NADPH oksydoreduktazy (rycina
19). Intensywno$¢ barwy jest wprost proporcjonalna do aktywnosci en-
zymow i odzwierciedla liczbe zywych komérek. Komoérki wysiano w ilo-
$ci 2 x 10* komorek na studzienke w 96-dotkowych plytkach przez 1 go-
dzine z dodatkiem ekstraktu o stezeniu 0,1% lub 1% do odpowiednich
studzienek. Do komoérek dodano MTT w stezeniu 0,5 mg/ml i inkubo-
wano w 37°C przez 2,5 godziny. Nastepnie dodano 150 ul izopropanolu
i wytrzasano je na wytrzasarce przez 15 min, po czym zmierzono absor-
bancje¢ spektrofotometrem LEDetect przy 590 nm.

& -3
0 — 0
(- Y

Rycina 19. Redukcja MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu)
do formazanu ((E,Z)-5-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-1,3-difenyloformazan)
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Uszkodzenia DNA limfocytow

Do zmierzenia ilo$ci endogennych i indukowanych uszkodzen DNA
w limfocytach zostala uzyta metoda elektroforezy pojedynczych komo-
rek w zelu agarozowym (SCGE, ang. single cell gel electrophoresis), czyli
test kometowy, zgodnie z opublikowanym protokotem [Kalemba-Drozdz
i Cierniak 2019]. DNA migrujace w Zelu elektroforetycznym wizualizo-
wane w mikroskopie fluorescencyjnym przypomina ksztaltem komete:
glowe tworzy nukleoid z nieuszkodzonego DNA a ogon migrujace w polu
elektrycznym uszkodzone fragmenty DNA (rycina 20). Intensywnos¢
fluorescencji ogona komety zalezy od ilo$ci uszkodzen DNA.

Limfocyty umieszczono na plytce 96-dotkowej w gestosci 2 x 10* ko-
morek na studzienke i inkubowano z 1-procentowym rozcienczeniem
ekstraktow przez 1 godzing. Uszkodzenia oksydacyjne zostaly indukowa-
ne przez inkubacje komoérek z 25 uM nadtlenkiem wodoru przez 5 min.
Nastepnie komarki zwirowano (135 x g, 5 min, 4°C) i zawieszono w PBS.
Prébki umieszczono w tazni wodnej (37°C) i zmieszano z roztworem
i LMPA o stezeniu 0,5%. Zawiesine kazdej probki umieszczano na szkiet-
kach mikroskopowych pokrytych NMPA i przykrywano szkietkiem na-
krywkowym, po czym natychmiast lokowano je na lodzie. Po usunigciu
szkielek nakrywkowych preparaty umieszczano w buforze lizujacym
(2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris [tris(hydroksymetylo)amino-
metan], 10% DMSO i 1% Triton X100, pH = 10) w 4°C na 1 godzine.
Nastepnie preparaty ptukano trzykrotnie w 0,4 M Tris (pH = 7,4) i ukfa-
dano w aparacie do elektroforezy wypelnionym $wiezym, zimnym bu-
forem elektroforetycznym (300 mM NaOH, 1 mM EDTA). Preparaty
przebywaly w tym alkalicznym buforze (pH > 13) przez 40 min, zeby
umozliwi¢ rozluznienie tancuchéw DNA w nukleoidzie. Nastepnie przez
30 min prowadzono elektroforeze (przy napigciu 0,74 V/cm odleglosci
miedzy elektrodami, 300 mA). Na koniec szkielka byly dwukrotnie ptu-
kane 0,4 M Tris (pH = 7,4).
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Rycina 20. Wizualizacja uszkodzenh DNA w metodzie kometowej. Od géry: nukleoidy z mata
iloscig uszkodzen, $rednig iloscig i nukleoidy silnie uszkodzone
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Wyniki z trzech niezaleznych eksperymentéw wyrazono jako zawar-
tos¢ DNA w ogonie komety TDC (ang. tail DNA content), czyli jako pro-
centowy udzial fluorescencji ogona do poziomu catkowitej fluorescencji
komety. Preparaty wybarwiano 50 ul jodku propidyny (5 ug/ml) i wizu-
alizowano w mikroskopie fluorescencyjnym Olympus IX 50 wyposazo-
nym w filtr wzbudzajacy 515-560 nm, filtr analizujacy 590 nm i kamere
CCD w powigkszeniu 200x. Obrazy analizowano przy pomocy oprogra-
mowania COMET ASSAY 2.6. TDC byl obliczany automatycznie dla 100
losowo wybranych komet z kazdej probki.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania Sta-
tistica 10 (StatSoft, USA). Wyniki uzyskane z limfocytéw od poszcze-
golnych dawcdw nie rdznily sie istotnie i zostaly wyrazone jako srednia
z trzech eksperymentow. Istotnos¢ statystyczng réznic pomiedzy warun-
kami doswiadczalnymi oceniano jednokierunkowym testem ANOVA
pod warunkiem dodatniej jednorodnosci wariancji w tescie Levene’a. Wy-
konano test a posteriori Tukeya. Jako granice istotnosci przyjeto warto$¢
p < 0,05. Analize korelacji przeprowadzono za pomoca regresji liniowej,
a sile korelacji ustalono za pomocg wspétczynnikéw korelacji Pearsona.

Wyniki
Zawartos¢ polifenoli, flawonoidéw, antocyjanéw i witaminy C oraz sita redukcyjna

Soki z dzikich owocow

Wyniki pomiaréw stezenia zwigzkow fenolowych, flawonoidéw, anto-
cyjanéw i witaminy C oraz sity redukcyjnej sokéw owocowych zebrano
w tabeli 1.

Najwigkszg zawarto$¢ zwigzkow fenolowych odnotowano w so-
kach z owocow rozy, aronii, boréwki czarnej oraz bzu czarnego i w nich
réwniez stwierdzono najwyzsza site redukcyjna. Co wazne, owoce rozy
pomarszczonej charakteryzowaly sie najwyzsza catkowita zawartosciag
polifenoli, najwyzszym stezeniem flawonoidéw, antocyjanéw i kwasu
askorbinowego oraz najwigkszg sita redukcyjna. Najwyzszy stosunek an-
tocyjanow do calosci zwigzkow fenolowych stwierdzono w soku z aronii
(ponad 61%), a najnizszy w rokitniku (2,8%). Z kolei najwyzszy stosunek
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flawonoidéw do catosci polifenoli stwierdzono w rokitniku, najnizszy za$
w boréwce czarnej (46% i 17%).

Tabela 1. Sita przeciwutleniajgca oraz zawarto$¢ polifenoli, antocyjandw, flawonoidow
i witaminy C w sokach owocowych. Wyniki uszeregowano zgodnie z rosngcymi wtasciwosciami
przeciwutleniajgcymi

Polifenole | Flawonoidy | Antocyjany | WitaminaC| FRAP £
Sok z owocéw +odch.st. | £odch.st. | +odch.st. | £odch.st. | odch.st.
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] |[mg/100ml]| [MmM Fe*]

cos Y +0,06 +0,21 +0,02 +04 +0,1
malina wtasciwa 3,85 1,60 1,63 28,9 11,0
Rubus idaeus +1,22 +0,32 +0,07 +0,6 +0,1
Ir_‘l’ik'tg"‘hzv;’yczamy 7,28 335 0,21 48,1 253

ppopn +0,29 +1,08 +0,01 +72 +13
rhamnoides
jezyna fatldowana 8,33 3,01 4,03 18,3 28,4
Rubus plicatus +1,3 +1,3 +1,3 +1,3 +0,3
bez czarny 11,07 4,0 5,24 12,9 37,6
Sambucus nigra +1,3 +1,3 +1,3 +1,3 +1,3
boréwka czarna 12,90 2,22 6,23 3,8 444
Vaccinium myrtillus +2,01 +0,23 +0,03 +1,2 +0,5
aronia czarna 14,18 3,5 8,75 10,6 50,0
Aronia melanocarpa| +1,05 +0,32 +0,54 +2,2 +04
réza pomarszczona 20,36 6,44 9,93 268,3 188,5
Rosa rugosa +1,38 +0,97 +0,95 +15,7 +0/4

odch. st. — odchylenie standardowe

Stwierdzono wystepowanie dodatniej korelacji miedzy aktywnoscia
przeciwutleniajaca sokéw owocowych a catkowity zawartoscia zwiaz-
kow fenolowych (y = 0,0764x - 0,2763; R*> = 0,7151; p = 0,004). Odsta-
jacy punkt reprezentuje wynik uzyskany dla soku z owocow rézy, ktory
wykazal znacznie wyzsze zdolnosci antyoksydacyjne niz wynikatoby to
tylko z zawartosci flawonoidéw. Po wykluczeniu z analizy wynikéw uzy-
skanych dla soku z owocow rdzy korelacja byla silniejsza (R* = 0,9871;
p = 0,0003). Wystapila istotna korelacja miedzy FRAP a stezeniem flawo-
noidéw i antocyjanéw (odpowiednio: y = 0,2608x - 0,2612, R* = 0,7108,
p=0,0002iy=0,1119x - 0,0562, R* = 0,5134, p = 0,003) (rycina 21).

Po wykluczeniu punktu odstajacego soku z owocéw rozy, ktory row-
niez charakteryzowat sie bardzo wysokim stezeniem kwasu askorbinowe-
go, nie stwierdzono wystepowania istotnej korelacji miedzy zawartoscia
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kwasu askorbinowego a moca antyoksydacyjng sokéw (y = -17 572x +
19,655; R* = 0,0335; p = 0,7669). Gdy w analizie uwzgledniono wyniki dla
soku z owocow rozy, wystepowala korelacja miedzy FRAP a stezeniem
kwasu askorbinowego (y = 0,0061x + 0,1811; R*> = 0,8837; p = 0,009), co
pokazano na rycinie 22.

2,5
5 ¥=0,2608¢ - 0,2612
R2=0,7108
° [ ]
y=0,1119-0,0562
15 R2=05134
y=00764- 02763 o Polifenole [mg/ml]
R=07151 o Flawonoidy [mg/ml]
3 : Antocyjany [mg/ml]
=S I ™ o Liniowy (Polifenole [mg/ml])
LT e Liniowy (Flawonoidy [mg/ml])
05 iy o e Liniowy (Antocyjany [mg/ml])
p a P
b @ e " a5 @
0 "._I_"& » -
s 10 15 20 »
0,5 polifenole mg/ml

Rycina 21. Zalezno$¢ miedzy sita redukcyjng (FRAP) a catkowitym stezeniem polifenoli w sokach
tloczonych z owocow

y=0006Tx+ 0,181 ®
18 Re=08837 -

FRAP [mM]

0 50 100 150 200 250 300
witamina C [mg/100ml]

Rycina 22. Zalezno$¢ miedzy sita redukcyjng (FRAP) a stezeniem witaminy C w sokach
wyciskanych z owocéw
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Ekstrakty tradycyjne z zi6t i owocow

Rézne rodzaje tradycyjnych ekstraktow z ziét i owocéw diametralnie
réznily sie sktadem. We wszystkich ekstraktach z owocow dzikiej rozy
stwierdzono obecnos¢ stosunkowo duzych ilosci witaminy C. W eks-
traktach z malin kwas askorbinowy wykryto w bardzo matych ilo$ciach,
z wyjatkiem odwaru, w ktérym nie stwierdzono obecnosci kwasu askor-
binowego. Zaden z ekstraktéw ze skorek jablek, lisci miety, kwiatéw la-
wendy i platkéw rozy karbowanej nie zawieral wykrywalnych ilosci wi-
taminy C (tabela 2).

Tabela 2. Zawartos¢ polifenoli, antocyjanéw, witaminy C i karotenoidow oraz FRAP w tradycyjnych
ekstraktach z ziét i owocow wedtug [Kalemba-Drozdz, Kwiecie i wsp. 2020]

Materiat Polifenole | Antocyjany | Witamina C |Karotenoidy| FRAP Fe2+ Hi
todiny  |Ekstrakt | [mg/100g] | [mg/100g] | [mg/100g] | [ug/100g] |  [mM] Og’ch—s .
Y +odch.st. | *odch.st. | +odch.st. | +odch.st. | +odch.st. o
ocet 251+
spozyw- | 0,56+ 0,34 NW NW 001001 |128+010| ‘77
zy '
293+
ocet 207+184] NW NW 013008 |232+018|
skorki | cerat |3887+098| 157£000 | NW | 0064003 |259+026| 22
jabtek 0,08
Mal
domostica |nélewka 5974267 | 203£001 | NW | 019006 | 274030 4(')712 f
odwar | 4724+1,54| 1,90+0,00 NW | 0,12£0,08 | 090009 4(')1]171
282+
ocet 4644254 | 315£004 | 167116 | 0233007 |261£025| “1°
owoc macerat | 56,98+3,00 | 4324002 | 500+1,67 | 054002 |386+029| %%
maliny 0,13
Rubus 3,85+
idoeys  |Nalewka [ 97,57£206 | 1249003 | 167100 | 035004 | 067007 | 0
398+
odwar | 57,48+ 187 5660,05 NW | 057067 [771£156] “
231,32+ 2,85+
ocet 809 NW 8833233027002 800089 | 77
owoce 30338+ 11833+ 184+ | 2672
(6iy macerat 667 NW 100 0,27 +0,03 090 010
Rosa 2742+ 141,67 423+
canina nalewka 611 NW 367 0,29+0,11 {9,04+0,79 0,09
449,68 + 256,67 + 491+
odwar 933 NW a3 | 117%012 (0572005 T
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Materiat Polifenole | Antocyjany | Witamina C |Karotenoidy| FRAP Fe2+ H+
g |Ekstrakt | Img/100g] | [mg/100g] | [mg/100g] | fug/100g] | fmm) | PR
y +odch.st. | *odch.st. | +odch.st. | +odch.st. | +odch.st. o
ocet 8,94+ 1,00 NW NW 0,04+0,01 (0,53+0,09 2(')719 3i
liscie | acerat |1068+067| NW NW | 018000 |512+049| 220F
miety 0,05
Mentha 6,96 +
piperita nalewka | 890+1,22 NW NW 0,03+£0,00 |0,30+0,07 011
6,98 +
odwar 4,76+0,89 NW NW 031+£0,02|145+0,03 106
2,86+
ocet 20,84 +1,50 NW NW 0,13+0,04 | 1,41+0,11 030
kwiat 7 é1 N
lawendy |macerat |20,29+1,12 NW NW 0,06+0,05 |3,44+0,28 (’) 1 8_
Lavandula e ég "
angusti-  [nalewka |46,63+ 1,89 NW NW NW 206+032( -
foli 0,02
olia
6,59+
odwar 30,10+ 1,51 NW NW 0,17+0,01|2,73+0,26 016
ocet 97,17 £ 1,45 NW NW 0,09+0,01 |2,81+0,28 2(')937i
platki | acerar | 13851 NW NW | 009+000|380+043| 278F
rézy 399 0,13
Rosa 199,81 + 6,87 +
rugosa nalewka 333 NW NW 029+0,01(292+042 020
109,82 + 6,77 £
odwar 467 NW NW 0,11+0,01 (1,28+0,10 0,09

NW — nie wykryto; odch. st. — odchylenie standardowe

W badanych ekstraktach obecne byly jedynie sladowe ilosci karote-
noidow. Fermentowane octy mialy nieco wyzsze pH niz maceraty octo-
we, ale roznica nie byla znaczaca (tabela 2). Zaobserwowano, ze wszyst-
kie ekstrakty z owocow dzikiej rozy mialy najwyzsze stezenie polifenoli.
Ekstrakty z platkow rdzy i nalewka z malin charakteryzowaly sie dos¢
wysoka zawartoscig polifenoli, a ich najnizsze st¢zenie stwierdzono we
wszystkich ekstraktach z lisci miety. Najwyzsza zawartoscia fenoli cha-
rakteryzowaly sie nalewki, a najnizsza octy fermentowane (x2 = 9,333;
df = 3; p = 0,025; test rangowy x2 = 6,171; df = 3, p = 0,104).

Stwierdzono, ze st¢zenia polifenoli mierzone metoda spektrofotome-
tryczng i HPLC byly skorelowane (y = 0,1276x + 21,418; R* = 0,3297;
p =0,05). Antocyjany stwierdzono jedynie w skorkach jablek i ekstraktach
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z malin, a nalewki okazaly si¢ forma ekstraktéw, ktora charakteryzowala
sie najwiekszg zawartos$cig antocyjandw.

Najsilniejsze ~ wlasciwosci  przeciwutleniajgce  charakteryzowaly
wszystkie ekstrakty z owocow rozy (w kolejnosci od najwyzszych do
najnizszych: nalewka, odwar, macerat i ocet fermentowany). Nalewki
z pozostalych roslin wykazywaly wysoka moc antyoksydacyjna (kolej-
no: mieta, malina, platki r6z, lawenda). Fermentowane octy z lawendy;,
skorek jabtek, malin i miety charakteryzowaly sie bardzo niskimi wlasci-
wosciami antyoksydacyjnymi. Najmniejsza sile redukcyjng stwierdzono
w ekstraktach z miety (w kolejnosci od najnizszej do najwyzszej: odwar,
macerat i ocet fermentowany).

Tak jak w przypadku sokéw z drobnych owocéw roslin dziko rosna-
cych na pétkuli péinocnej, wartosci FRAP dla tradycyjnych ekstraktow
korelowaly z calkowitym stezeniem polifenoli (y = 0,0219x + 1,2339;
R* =0,6664, p = 0,039), co przedstawiono na rycinie 23.

y=00219¢+12339
R2= 06664 .

FRAP [mM Fe?]

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
polifenole [mg/100ml]

Rycina 23. Zalezno$¢ miedzy stezeniem polifenoli w ekstraktach ze Swiezych ziét i owocow
mierzonym przy pomocy metody Fast Blue BB a sitg redukcyjng mierzong przy pomocy FRAP
[Kalemba-Drozdz, Kwiecien i wsp. 2020]
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Ekstrakty z kwiatow jadalnych

W przypadku ekstraktow kwiatowych wyniki uzyskane za pomocg me-
tody FRAP ujawnily, Ze wyciagi z malwy czarnej, hibiskusa i rumianku
mialy raczej slabe zdolnosci przeciwutleniajace, podczas gdy ekstrakty
z chabra blawatka, liliowcéw, lawendy, niebieskich fiotkéw rogatych,
mniszka, wrzosu, nasturcji, dzikiego bzu, aksamitki, pysznogléw-
ki, koniczyny i nagietka ujawnily silne wtasciwosci przeciwutleniajg-
ce. Najwiekszy potencjal antyoksydacyjny charakteryzowat ekstrakty
z rdzy pomarszczonej i rézy damascenskiej (tabela 3) przy jednoczesnie
najwyzszym stezeniu polifenoli. W zadnym z ekstraktéw nie wykryto
obecnosci witaminy C.

Tabela 3. Stezenie polifenoli mierzone metoda Fast Blue BB, stezenie karotenoidéw mierzone
metoda spektrofotometryczng i sita przeciwutleniajgca ekstraktow z suszonych kwiatow jadalnych
mierzona metoda FRAP

1-procentowe ekstrakty wodno-alkoholowe Polifenole | Karotenoidy | FRAP eq wit.C
z suszonych kwiatéw [mg/q] [ug/ml] [mg/ml]
malwa r6zowa 50417 | 543+80 330,16
Alcea rosea

ketmia szczawiowa
Hibiscus sabdariffa
rumianek pospolity
Matricaria chamomilla
stonecznik zwyczajny
Heliantus annuus

70£1,.2 94+14 6,8 £0,40

125+£1,6 | 130,1+£192 8,2+1,00

174+£13 | 1468+21,6 11,4+£1,53

pierwiosnek beztodygowy
Primula vulgaris
stokrotka pospolita
Bellis perenis

chaber btawatek
Centaurea cyanus
liliowiec ogrodowy
Hemerocallis xhybrida
lawenda waskolistna
Lavandula angustifolia
fiotek rogaty

Viola cornuta

mniszek lekarski
Taraxacum officinale
WrZzos zwyczajny
Calluna vulgaris

322+0,7 406+6,0 164+1,17

33,7+0,1 364+54 211+£1,12

374+03 36+06 27,5+2,88

169+09 | 380,3+559 30,8+0,54

47+0,2 100,2+ 14,7 328+0,28

32703 | 788+11,6 33,7191

259+0,8 | 2384+35/1 340+2,88

278+08 64,6 +9,6 358+4,46
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1-procentowe ekstrakty wodno-alkoholowe Polifenole | Karotenoidy | FRAP eqwit.C
z suszonych kwiatow [mg/q] [ug/ml] [mg/ml]
nasturcja wigksza 9224 | 4566+673 | 359+764
Tropaeolum majus

bez czarny 449402 | 238+35 | 37,1165
Sambucus nigra

aksamitka rozpierzchta 28375+

Tagetes patula 156:£1.3 417,2 386+289
pysznogtowka szkartatna 176+18 [8963+131,8| 389+264
Monarda didyma

koniczyna czerwona 336407 | 3109457 | 398+084
Trifolium pratense

nagietek lekarski 1498,0 +

Calendula officinalis 30811 2203 406313

r6za pomarszczona
Rosa rugosa

r6za damascenska
Rosa damascena

2942+254 | 223+%35 43,6+9,68

2756+136 | 344+53 47,1 £10,46

Stwierdzono wystepowanie korelacji pomiedzy sila przeciwutlenia-
jaca mierzong metoda FRAP a zawartos$cig polifenoli zmierzong przy
uzyciu metody Fast Blue BB w ekstraktach kwiatowych: y = 0,0742x +
25,896; R* = 0,2064 (rycina 24).

Ekstrakty z platkéw roz charakteryzowaly si¢ nie tylko najsilniej-
szymi zdolno$ciami przeciwutleniajagcymi, ale rowniez najwyzszym ste-
zeniem polifenoli. Po odrzuceniu silnie odstajacych wynikow dla eks-
traktow z roz, zaobserwowano, ze korelacja byla stabsza (y = 0,384x +
18,658; R? = 0,1575).

W przypadku analizowanych ekstraktow kwiatowych stwierdzono,
ze zmienng wplywajaca na korelacje sity przeciwutleniajacej ze steze-
niem polifenoli bylo stezenie karotenoidow. O ile zaleznos¢ sily prze-
ciwutleniajacej od stezenia karotenoidéw nie byla istotna statystycznie
(p = 0,06; y = 18,832x - 131,39; R* = 0,1161), o tyle wspolne ich od-
dzialywanie podnosilo sile przeciwutleniajaca ekstraktow z jadalnych
kwiatow (p = 0,03; y = 4,6629x - 46,394; R*> = 0,4118).
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Rycina 24. Zalezno$¢ pomiedzy sita redukcyjng mierzong metoda FRAP a stezeniem polifenoli
oznaczonych Fast Blue BB w ekstraktach z jadalnych kwiatow

Ekstrakty z lici dzikich roslin jadalnych

W przypadku ekstraktow z lisci dzikich roslin jadalnych stwierdzono, ze
najwyzszy potencjal przeciwutleniajacy charakteryzowal wyciagi z mlo-
dych lisci podagrycznika pospolitego, babki lancetowatej i mniszka lekar-

skiego (tabela 4).

Tabela 4. Zawarto$¢ polifenoli mierzona metoda Fast Blue BB oraz sita redukcyjna mierzona
metoda FRAP w wyciggach wodno-alkoholowych ze swiezych lici dzikich roslin jadalnych

2-procentowe ekstrakty ze swiezych lisci Poliifirzioclﬁ. [sTM] FRAz Y)'S;?'STM]
babka lancetowata (Plantago lanceolata) 86+0,0 290+09
bluszczyk kurdybanek (Glechoma hederacea) 40+0,1 16,0+ 04
mniszek lekarski (Taraxacum officinalis) 97+04 283+2,2
pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica) 57+03 22316
Fnciggg rl?/écéznik pospolity (Aegopodium podagraria) - 12006 337432
Eg?:f}(;);ic:énik pospolity (Aegopodium podagraria) - 7010 181405
szczaw zwyczajny (Rumex acetosa) 64+0,0 238+1,7
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Potwierdzono wystepowanie dodatniej korelacji miedzy silg prze-
ciwutleniajaca a stezeniem polifenoli w ekstrakcie (y = 50,25x + 16,255;
R*=0,9312) (rycina 25).

60 y = 50,25 + 16,255
RE=09312

50 .

[ w S
o o o

FRAP [mg/ml] eq wit. C

o

0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
polifenole [mM]

Rycina 25. Zaleznos¢ pomiedzy sitg redukcyjng (FRAP) a stezeniem polifenoli (Fast Blue BB)
w ekstraktach z lici jadalnych dzikich roslin

Ekstrakty tradycyjne z owocow i zi6t

W przypadku ekstraktow przygotowanych metodami tradycyjnymi
najwyzsze stezenie flawonoidoéw stwierdzono w nalewkach, a najnizsze
w octach fermentowanych. Wysokosprawna chromatografia cieczowa
ujawnila, ze w przypadku ekstraktow ze skorek jablek najwiecej zwiaz-
kow fenolowych bylo w nalewce, a najmniej w occie fermentowanym.
Sposréd flawonoidéw w najwigkszym stezeniu wystepowaty 3-O-gluku-
ronid kwercetyny, 3-O-ramnozyd kwercetyny oraz katechina. Podobnie
sytuacja wygladata w przypadku ekstraktow z malin: octy fermentowane
charakteryzowaly sie najnizszym stezeniem i najmniejsza réznorodno-
$cig flawonoidéw. W ekstraktach z malin dominujacym polifenolem byt
kwas elagowy; w ekstraktach z dzikiej rézy byta nim katechina, chociaz
odwar z jej owocow byl znacznie bogatszy w kwas elagowy niz inne ro-
dzaje ekstraktow z rézy. Sposrod ekstraktow z miety najwieksza rdzno-
rodnos¢ kwasow fenolowych stwierdzono w maceratach octowych i na-
lewkach. Ponadto macerat migtowy charakteryzowal sie najwigkszym
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zroznicowaniem zwigzkow fenolowych. Najwiecej kwaséw fenolowych
stwierdzono w nalewce z lawendy, ktora rowniez charakteryzowala sie
najwieksza roznorodnoscig zwigzkow fenolowych sposrod wszystkich
ekstraktow z lawendy, natomiast ocet fermentowany miat ich najmniejsze
stezenie. W przypadku ekstraktow z platkoéw rozy nalewki i maceraty za-
wieraly najwiecej flawonoidow z przewagg 3-O-galaktozydu kempferolu,
3-O-glukozydu kempferolu i kwercetyny, a ocet byt najubozszy w zwigzki
fenolowe (tabele 5a i 5b).

Zywotnos¢ komorek

W celu oceny zywotnosci limfocytow traktowanych sokami w stezeniu
1% oraz 0,1% przez 1 i 24 godziny przeprowadzono podwojne rézni-
cowe barwienie fluorescencyjne. Wyniki uzyskane w eksperymentach
prowadzonych na limfocytach od réznych dawcow nie réznily sie istot-
nie. Uzyskane dane sugeruja, ze soki o stezeniu 1% i 0,1% nie sg tok-
syczne dla limfocytéw po 1 i 24 godzinach ekspozycji. W poréwnaniu
z kontrolg od 91 do 98% komorek przezywalo krétkotrwaly ekspozycje
na soki o stezeniu 0,1% (tabela 6).

Po 24 godzinach zaobserwowano spadek zywotnosci limfocytow za-
réwno dla wszystkich badanych sokéw, jak i dla kontroli. Zywotnosé
komorek wystawionych na dziatanie soku o stezeniu 1% byta znacznie
nizsza niz tych inkubowanych w obecnosci 0,1% (p < 0,05). Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw zdecydowano, ze dalsze eksperymenty prze-
prowadzono z uzyciem sokéw owocowych o stezeniu 0,1%.

Komoérki poddano réwniez dziataniu 100 uM PhIP i stwierdzono, ze
ich Zzywotnos¢ nie spadta ponizej 98%, a analiza statystyczna nie wyka-
zala istotnych réznic miedzy komoérkami traktowanymi PhIP a préb-
ka kontrolng po 1 godzinie inkubagcji (test t Studenta, a = 5%). Jednak
zywotnos¢ limfocytéw po 24 godzinach ekspozycji na 100 uM PhIP
znacznie si¢ zmniejszyla, dlatego eksperymenty z PhIP przeprowadzo-
no z zastosowaniem 1-godzinnej inkubacji.

Nie stwierdzono dziatania cytotoksycznego tradycyjnych ekstrak-
tow z zidt i owocdw podczas 1-godzinnej inkubacji limfocytéow pocho-
dzacych od zdrowych dawcow (tabela 7).
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Tabela 6. Zywotnos¢ limfocytéw od zdrowych dawcéw po inkubacji z sokami owocowymi
przez 1i 24 godziny

Zywotnos¢ komérek inkubowanych z sokami owocowymi
1% 1h 1% 24h 0,1% 1h 0,1% 24h

+ odch. st. + odch. st. + odch. st. + odch. st.
kontrola 94,7+ 4,1 84+6,5 98+1,7 90+2,1
aronia czarna 88+9,1 83475 94439 83+27
Aronia melanocarpa
bez czamy 81,1453 69,8+1,2 822+21 707432
Sambucus nigra
boréwka czama 87,7463 52475 95+2,7 83+2,1
Vaccinium myrtillus
jezyna faldowana 91,1£58 87,4428 95332 83435
Rubus plicatus
malina wlasciwa 87,7+49 81416 97+2,1 80+3,2
Rubus idaeus
rokitnik zwyczajny 837+82 78+75 91435 85+14
Hippophae rhamnoides
foza pomarszczona 863+7,6 67+10 95432 83+24
Rosa rugosa
2urawina biotna 91,3433 89405 9%+14 83422
Vaccinium oxycoccos

Tabela 7. Zywotnos¢ limfocytéw od zdrowych dawcéw po inkubacji z ekstraktami z zidt i owocow
przez 1 godzing w 37°C i w atmosferze zawierajacej 5% CO,

Zywotnosc¢ [% kontroli] + odch. st.
ekstrakt ocet fermentowany | macerat octowy | nalewka | odwar
skorki jabtka Malus domestica 82+3 88+2 103+0 | 99+2
owoc maliny Rubus idaeus 91+8 90+4 105+2 [ 93+1
owoce rdzy Rosa canina 86+3 106+ 9 107+£0 | 98+0
liscie miety Mentha piperita 790 851 89+0 |89+0
kwiat lawendy Lavandula angustifolia 80+0 79+4 91+3 | 93+0
ptatki rézy Rosa rugosa 73+1 93+2 103+0 [100+6

Badanie zywotnosci komérek po inkubacji przez 1 lub przez 24 go-
dziny z 1-procentowymi ekstraktami kwiatowymi rozcienczonymi
100-krotnie w medium hodowlanym wykazalo, ze nie wptywaja one zna-
czaco na zywotnos¢ limfocytéw. Ich $rednia zywotnos¢ po jednogodzin-
nej inkubacji z kwiatowymi wyciggami alkoholowymi wynosita 94,3%
+ 2,7%, natomiast po 24 godzinach 86,5% =* 8,5% (wyniki odnoszono
do zywotnosci komorek z préby kontrolnej inkubowanych w pozywce
RPMI z 10% FBS) (rycina 26).
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Rycina 26. Wyniki badania zywotnosci limfocytéw metoda fluorescencyjnego barwienia
roznicowego po inkubacji przez 1 godzine (niebieskie stupki) i 24 godziny (pomaraficzowe stupki)
z 1-procentowymi ekstraktami kwiatowymi

Poddanie limfocytéw od zdrowego dawcy dzialaniu 1-procentowych
ekstraktow z lisci dzikich roslin jadalnych wykazalo, ze ekstrakty te nie
dzialaly cytotoksycznie po 1 i 24 godzinach inkubacji (tabela 8).

Tabela 8. Zywotnos¢ limfocytow inkubowanych z 1-procentowym wyciagiem z lisci dzikich roslin

jadalnych przez 1i 24 godziny

Zywotno$¢ 1h + odch. st. | 24h + odch. st.
kontrola 97,7 +1,1 89,0+1,0
babka lancetowata (Plantago lanceolata) 898+24 788+6,4
bluszczyk kurdybanek (Glechoma hederacea) 934+15 87,1+6,0
mniszek lekarski (Taraxacum officinalis) 91424 84,0+49
pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica) 92,8+4,1 843+139
podagrycznik pospolity (Aegopodium podagraria) - mtody lis¢ 91,5+14 740+56
podagrycznik pospolity (Aegopodium podagraria) - dorosty lis¢ | 92,1+0,9 679+4,0
szczaw zwyczajny (Rumex acetosa) 924+15 754144




84 Matgorzata Kalemba-Drozdz, Agnieszka Cierniak, Inga Kwieciefi

Uszkodzenia DNA

Stwierdzono, ze PhIP indukuje uszkodzenie DNA w sposéb zalezny od
dawki (y = 37,134x + 29,62; R* = 0,99). Przy wyzszych stezeniach 75
i 100 uM zaobserwowano najsilniejszy potencjal PhIP do indukowania
peknie¢ nici DNA. W oparciu o te wyniki przeprowadzono dalsze eks-
perymenty przy uzyciu PhIP w stezeniu 100 uM w celu dokltadniejszej
oceny mozliwego ochronnego dzialania sokéw jagodowych. Poniewaz
DMSO nie mial znaczacego wplywu na uszkodzenie DNA indukowane
PhIP (p > 0,05), prébki traktowane DMSO uznano za prébke kontrolng.
Aby oceni¢ wplyw badanych sokéw z owocow jagodowych na uszkodze-
nia DNA indukowane przez PhIP, limfocyty poddano réwnoczesnemu
dziataniu sokéw z owocow w stezeniu 0,1% i 100 uM PhIP przez 1 go-
dzing. Poziom uszkodzenia DNA w limfocytach byt znacznie obnizony
w porownaniu z komérkami eksponowanymi tylko na PhIP (rycina 27)
(ANOVA p < 0,001 we wszystkich przypadkach).
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Rycina 27. Uszkodzenia DNA w limfocytach poddanych dziataniu sokow owocowych (stupki
pomaranhczowe) i PhIP oraz sokdw owocowych (stupki niebieskie). Wyniki uzyskane metoda
kometowg przedstawiono jako % kontroli negatywnej (komérki inkubowane w samym
medium). * - roznice istotne statystycznie pomiedzy poziomem uszkodzen indukowanych PhiP
a uszkodzeniami po inkubacji z PhIP razem z sokami owocowymi
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W poréwnaniu do komoérek inkubowanych z samymi sokami owoco-
wymi a komoérkami inkubowanymi z sokami i 100 uM PhIP nie wyka-
zano znaczacej réznicy w poziomie uszkodzen DNA, dzieki czemu udo-
wodniono, ze owoce dzikorosngcych gatunkow skutecznie chronig DNA
przed uszkodzeniami indukowanymi przez PhIP (ANOVA p > 0,05 we
wszystkich przypadkach).

Za pomocy testu kometowego wykazano réwniez, ze zaden z ekstrak-
tow nie spowodowal uszkodzenn DNA limfocytow (rycina 28), a analiza
wariancji potwierdzita brak statystycznych réznic miedzy prébkami eks-
ponowanymi na ekstrakty roélinne a probka kontrolng (ANOVA p > 0,05
we wszystkich przypadkach).
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Rycina 28. Uszkodzenia DNA w limfocytach mierzone testem kometowym po ekspozycji na
analizowane ekstrakty przez 1 godzine (stupki niebieskie). Uszkodzenia oksydacyjne DNA
indukowano przez inkubacje komérek w 25 yM H,0, (stupki pomarariczowe). Wyniki testu
kometowego wyrazono jako TDC i przedstawiono jako % uszkodzen w probce kontrolnej

(komérki hodowane w samym medium) uszeregowane wg malejacej ilosci uszkodzer DNA.
- istotna réznica miedzy wynikami uzyskanymi dla komérek traktowanych ekstraktami

roslinnymi i H,0, w poréwnaniu do komorek kontrolnych traktowanych tylko H,0, wedtug

[Kalemba-Drozdz, Kwieciefi i wsp. 2020]

Genoprotekcyjne dzialanie octéow, maceratéw, nalewek i odwaréw
z owocow i zi6l przeciwko uszkodzeniom DNA analizowano na limfocy-
tach poddanych dziataniu nadtlenku wodoru. Poziom fragmentacji DNA
w limfocytach byt istotnie obnizony w poréwnaniu z komérkami ekspo-
nowanymi tylko na nadtlenek wodoru (ANOVA p < 0,05) we wszystkich
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probkach z wyjatkiem fermentowanego octu jabtkowego i odwaru mie-
towego, w ktorych réznice nie byly istotne statystycznie, co pokazano na
rycinie 28.

Ochronne dziatanie ekstraktéw owocowych i ziolowych bylo sko-
relowane z mocg antyoksydacyjng (y = -20,513x + 266,93; R? = 0,3314;
p = 0,02) oraz ze stezeniem polifenoli (rycina 29) (y = -0,5371x + 250,19;
R? = 0,3161; p = 0,034). Najwyzsze wlasciwoéci ochronne wykazywaty
nalewki, a najmniejsze octy fermentowane.
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Rycina 29. Zalezno$¢ miedzy zdolnosciami genoprotekcyjnymi ekstraktow ziotowych i owocowych
a stezeniem zwigzkdw polifenolowych. Limfocyty eksponowano na analizowane ekstrakty przez
1 godzing. Uszkodzenie oksydacyjne DNA indukowano przez inkubacjg komoérek w 25 uM H,0,
przez 5 min. Wyniki testu kometowego wyrazono jako TDC i przedstawiono jako % uszkodzen

w komédrkach kontrolnych

Za pomocy testu kometowego wykazano, ze ekstrakty kwiatowe za-
sadniczo nie indukowaty uszkodzen w DNA limfocytéw (1-procentowe
kwiatowe nalewki rozcienczone 100-krotnie medium hodowlanym). Wy-
niki przedstawiono na rycinie 30 i wyrazono je jako TDC w komoérkach
traktowanych ekstraktami w odniesieniu do TDC komérek kontrolnych.
Wyjatkiem byly ekstrakty z nagietka i koniczyny, ktére podnosily poziom
uszkodzen DNA limfocytéow nietraktowanych nadtlenkiem wodoru
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(p = 0,003 i p = 0,018), jednakze skutecznie chronity one DNA limfo-
cytéw przed uszkodzeniami indukowanymi 25 uM H,O, (p = 0,0001
i p = 0,0004).
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Rycina 30. Poziom uszkodzef DNA w limfocytach mierzony metoda kometowa. Komorki
inkubowano w 1-procentowych ekstraktach wodno-alkoholowych z jadalnych kwiatow
rozcienczonych 100-krotnie w medium hodowlanym. Oksydacyjne uszkodzenia DNA indukowano
przez inkubacje komérek z 25 uM nadtlenkiem wodoru przez 5 min. Wyniki przedstawiono
jako % zawartosci TDC w odniesieniu do komérek kontrolnych. Wyniki zostaty uszeregowane
pod wzgledem malejacych wiasciwosci ochronnych przeciwko indukowanym uszkodzeniom
oksydacyjnym DNA. * wyniki iloci uszkodzen indukowanych nadtlenkiem wodoru dla prébek
inkubowanych z ekstraktami kwiatowymi istotnie rozniace sie od kontroli; # - prébka inkubowana
z samym ekstraktem, w ktdrej ilos¢ uszkodzen DNA istotnie réznita sie od poziomu probki
kontrolnej

Sposréd kwiatowych ekstraktow najwigksze wlasciwosci ochronne
przeciwko endogennym (nieindukowanym) uszkodzeniom DNA zaob-
serwowano dla: fiotka rogatego (p = 0,0011), pierwiosnki (p = 0,008), dzi-
kiego bzu (p = 0,002), lawendy (p = 0,0018), aksamitki (p = 0,027) i wrzo-
su (p = 0,034). Ponadto ekstrakty z r6zy damascenskiej (p = 0,0001),
rézy pomarszczonej (p = 0,0001), nagietka (p = 0,0001), aksamitki
(p=0,0031), lawendy (p = 0,0049), wrzosu (p = 0,0073), czerwonej koni-
czyny (p = 0,018), czarnego bzu (p = 0,004), granatowego fiotka rogatego



88 Matgorzata Kalemba-Drozdz, Agnieszka Cierniak, Inga Kwieciefi

(p = 0,016), chabra (p = 0,032) i stokrotki (p = 0,042) istotnie chroni-
ty DNA limfocytéow przed uszkodzeniami indukowanymi przez nadtle-
nek wodoru. Jednakze ekstrakty z hibiskusa (p = 0,034) i czarnej malwy
(p = 0,012) zwigkszaly prooksydacyjny efekt nadtlenku wodoru i induko-
waly wieksza ilo$¢ oksydacyjnych uszkodzen DNA limfocytow.

Nie stwierdzono wystepowania korelacji pomiedzy iloscig oksydacyj-
nych uszkodzen DNA limfocytéw traktowanych 1-procentowymi eks-
traktami kwiatowymi rozcieiczonymi 100-krotnie a stezeniem zwigzkow
polifenolowych w ekstrakcie (p = 0,231; R? = 0,128), ani wystepowania
korelacji poziomu uszkodzen z FRAP ekstraktow (p = 0,740; R? = 0,008).
Jednakze wystepowala silna negatywna korelacja pomiedzy iloscia
uszkodzen DNA indukowanych 25 uM nadtlenkiem wodoru (p = 0,0004;
R* = 0,697; y = -0,0096x 1,2957) a stezeniem polifenoli (po wyklucze-
niu z analizy odstajacych wynikéw ekstraktéw rézanych), podobnie jak
uszkodzen z FRAP (p = 0,00000; R* = 0,729; y = -1,1341x + 7,2248; bez
wykluczen), co przedstawiono na rycinie 31.

y=-11341x + 7,248
3 . R2 = 0,7291

uszkodzenia DNA
L ]

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
FRAP ekw. wit. C [mg/ml]

Rycina 31. Zaleznos¢ miedzy sit przeciwutleniajacg 1-procentowych wodno-alkoholowych
ekstraktow kwiatowych mierzong metoda FRAP wyrazonych jako ekwiwalenty kwasu
askorbinowego mg/ml a poziomem indukowanych uszkodzen oksydacyjnych DNA limfocytow
inkubowanych w ekstraktach kwiatowych z 25 pM nadtlenkiem wodoru. Wyniki pomiaru ilosci
uszkodzent DNA metoda kometowa przedstawiono jako wzgledny poziom uszkodzeh komérek
eksponowanych na nadtlenek wodoru i ekstrakty kwiatowe odniesione do komérek kontrolnych



3. Owoce, jadalne kwiaty i licie dzikich roslin - surowce polifenolowe 89

Dyskusja

W pierwszej czesci eksperymentéw zbadano, czy testowane soki zawie-
rajg duze ilosci zwigzkow przeciwutleniajacych. Badane soki rdznily sie
zawartoscig antocyjanow i flawonoidow. Skiad fitochemiczny aronii,
owocow dzikiej rozy i boréwki czarnej charakteryzowat si¢ przewaga an-
tocyjandw, co jest zgodne z opublikowanymi danymi [Murathan i wsp.
2016, Bhave i wsp. 2017, Tian i wsp. 2017, Bujor i wsp. 2016, Stanisa-
vljevi¢ 2015]. Najnizszy stosunek antocyjanéw do catkowitej zawartosci
fenoli stwierdzono w rokitniku, ktéry odznaczatl si¢ wysoka zawartoscia
flawonoidéw, poréwnywalng z innymi badaniami [Bhave i wsp. 2017, Fa-
tima i wsp. 2015].

Szczegblnie wysokie stezenia polifenoli stwierdzono w soku z owo-
coOw rdzy, a zawartosci flawonoidéw i antocyjanéw byty w nim najwyzsze
sposrdd badanych sokéw [Elmastas i wsp. 2017, Murathan i wsp. 2016,
Bhave i wsp. 2017, Hidalgo i Almajano 2017]. Potwierdzono, ze pastery-
zowany sok ttoczony z owocéw dzikiej rézy rdwniez zawiera duze ilosci
witaminy C, ponad 260 mg/100 ml, podczas gdy jej zawartos¢ w swiezych
owocach waha si¢ od 400 do 2500 mg/100 g [Gu i wsp. 2013, Cunja i wsp.
2016, Olech i wsp. 2017]. Ponadto w tym badaniu potwierdzono istotng
aktywnos¢ przeciwrodnikowa i wlasciwosci genoprotekcyjne owocow
dzikiej rézy [Kalemba-Drozdz i Cierniak 2013].

Boréwki czarne, ktére rosng w Ameryce Pdinocnej, Europie, Azji
i Afryce, sa rowniez znane jako czarne jagody, boréwki lesne lub borowki
europejskie, aby odrézni¢ je od boréwki amerykanskiej, czyli borowki
wysokiej (Vaccinium cyanococcus). Nasze wyniki pozostaja zgodne z ob-
serwacjami, ze rozne gatunki boréwek (Vaccinium) wykazuja dzialanie
przeciwnowotworowe, szczegdlnie ze wzgledu na ich wlasciwosci anty-
oksydacyjne [Bujor i wsp. 2016, Hidalgo i Almajano 2017, Wang i wsp.
2017, Katsube i wsp. 2003].

Podobnie sok z aronii wykazuje dziatanie przeciwutleniajace i prze-
ciwzapalne dzieki zmiataniu wolnych rodnikéw [Tian i wsp. 2017, Sta-
nisavljevi¢ i wsp. 2015, Jurikova i wsp. 2017]. Jednakze zaobserwowano,
ze sok z aronii wzmacnia dziatanie rakotworcze N-nitrozodietyloaminy
w watrobie szczura [Kujawska i wsp. 2016], za§ w naszych badaniach
stwierdzono, ze sok z aronii zwigksza tworzenie reaktywnych form tlenu
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(RFT) w ludzkich limfocytach inkubowanych z PhIP, co moze wskazy-
wa¢ na mozliwo$ci wykorzystania aronii w terapii wspomagajace;j.

Potwierdzono, ze sok z rokitnika zwyczajnego zawiera flawonoidy
jako dominujacy frakcje polifenoli, jednak proces tloczenia i pastery-
zacji soku powoduje utrate witaminy C do 48 mg/100 ml, podczas gdy
w $wiezych owocach odnotowuje sie jej stezenie na poziomie od 114 do
1550 mg/100 g. Sok z rokitnika dziata genoprotekcyjnie, potwierdzono
réwniez jego wlasciwosci antyoksydacyjne [Tian i wsp. 2017, Fatima
i wsp. 2015, Xu i wsp. 2011]. Z kolei sok z zurawiny zawieral przewage
flawonoidow, jednak stezenie polifenoli bylo znacznie nizsze niz publiko-
wane dane [Bujor i wsp. 2016, Jurikova i wsp. 2021]. Niektore badania su-
gerowaly, Ze zurawina ma wtasciwosci genoprotekcyjne [Izquierdo-Vega
i wsp. 2017, Vu i wsp. 2012], a nasze wyniki potwierdzily ochronne dzia-
tanie zurawiny przed uszkodzeniami DNA indukowanym przez PhIP.
Maliny zawieraja flawonoidy i antocyjany na poréwnywalnym poziomie
do zurawiny [Ponder i Hallmann 2019, Tian i wsp. 2017, Szymanowska
i wsp. 2018] i maja udowodnione dzialanie przeciwutleniajace [Ponder
i Hallmann 2019, Szymanowska i wsp. 2018].

Wyniki badania wskazuja, ze PhIP prowadzi do indukcji uszkodzen
DNA w zdrowych limfocytach w sposéb zalezny od dawki, co jest zgodne
z weze$niejszymi doniesieniami [Kurzawa-Zegota i wsp. 2012, Jain i wsp.
2015, Pezdirc i wsp. 2013]. Biorac pod uwage, ze PhIP jest jedng z najob-
ficiej wystepujacych amin genotoksycznych w diecie czlowieka [Richling
i wsp. 1998], celem naszego badania byto ustalenie, czy soki z dzikich
owocow moga modyfikowac szkodliwy wptyw PhIP na zdrowe limfocyty.

Jako przedmiot badan wybrano soki owocowe, ktére mozna bezpo-
$rednio spozywa¢ w diecie czlowieka, zamiast izolowanych fitochemika-
liéw, poniewaz przypuszczalnie wykazuja one wigksze korzysci zdrowotne
dzieki synergicznemu dziataniu polifenoli, witamin i innych skladnikow
odzywczych [Lansky i wsp. 2005, Seeram i wsp. 2005]. Nalezy podkresli¢,
ze warto bada¢ potencjal prozdrowotny catych produktéw dietetycznych,
gdyz z dietg nie przyjmujemy tylko mieszanek karotenoidéw, polifenoli,
witamin, mineraléw, amin i innych skladnikéw - te skladniki aktywne
funkcjonuja w kompleksowych i zréwnowazonych uktadach, ktére cha-
rakteryzuja sie szerokim spektrum synergicznego dzialania i to wlasnie
te uktady, a nie wyizolowane zwiazki, spozywamy w pokarmie roslin-
nym. Inkubacja komérek w soku o stezeniu 0,1% jest porownywalna ze
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stezeniem polifenoli w surowicy uzyskiwanym po spozyciu 60 ml soku
owocowego [Nguyen i wsp. 2010, Hollmann i wsp. 1997]. Poniewaz jed-
nak owoce moga rozni¢ si¢ zawartoécig fitochemikaliow miedzy rézny-
mi odmianami, a ponadto ze wzgledu na pogode, region wystepowania,
wysokos¢ nad poziomem morza, czas zbioru i stopien dojrzalosci owocu
[Elmastas i wsp. 2017, Ponder i Hallmann 2019, Islam i wsp. 2017], ba-
dania z wykorzystaniem wyodrebnionych zwigzkéw moga by¢ pomoc-
ne w zrozumieniu mechanizmu obserwowanych zjawisk. Nalezy jednak
stwierdzi¢, ze badanie jest zawsze uproszczonym modelem, podczas gdy
soki ttoczone bezposrednio z owocoéw o zréznicowanym skladzie fito-
chemicznym spotykaja si¢ z réznorodnoscia reakcji roznych tkanek oraz
zmiennoscig miedzyosobniczg ludzi wynikajacg z polimorfizmu gene-
tycznego, stanu hormonalnego i wyzwan metabolicznych przed jakimi
stoi organizm, a co za tym idzie bardziej odpowiadaja rzeczywistemu
spozywaniu pokarméw niz wyizolowane zwigzki chemiczne. Dlatego ba-
dania in vitro s3 badaniami wstepnymi pomagajacymi oceni¢ stosownos¢
prowadzenia dalszych badan in vivo.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze dzikie owoce pochodzace z potkuli
péinocnej dzialaja jako przeciwutleniacze i substancje genoprotekcyjne,
a wszystkie testowane wyciskane soki owocowe s3 w stanie zmniejszy¢
uszkodzenia DNA wywotane przez PhIP. Efekt ochronny mozna uzyska¢
poprzez bezposrednie dzialanie antyoksydacyjne, ale mozliwe s réwniez
inne mechanizmy, jak np. aktywacja enzymow detoksykacyjnych [Platt
i wsp. 2010]. Dzialanie przeciwutleniajace moze réwniez wynikac z za-
wartosci witaminy C w sokach owocowych, jednak, jak zaobserwowano
réwniez w innych badaniach, polifenole majg istotny udziatl w dzialaniu
przeciwutleniajacym, podczas gdy kwas askorbinowy w niewielkim stop-
niu przyczynia si¢ do catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej [Hidalgo
i wsp. 2017]. Niemniej jednak soki zawieraja mniej witaminy C niz $wie-
ze owoce, poniewaz czg$ciowo ulega ona rozpadowi podczas przetwarza-
nia. Mimo to soki wykazuja silny potencjal przeciwutleniajacy, ktory jest
skorelowany z catkowitym stezeniem polifenoli.

W przypadku poréwnania octéw fermentowanych z owocéw jadal-
nych i ziét aromatycznych z innymi rodzajami ekstraktéw tradycyjnie
przygotowywanych do celéw kulinarnych i leczniczych, takimi jak: ma-
ceraty octowe, odwary i nalewki, wykazano, ze ekstrakty te roznity si¢
istotnie pod wzgledem zawartosci analizowanych sktadnikow aktywnych.
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Mozna bylo zaobserwowac istotne réznice miedzy wlasciwosciami
oraz rodzajami ekstraktow uzyskanych z réznych roslin. Dlatego twier-
dzenie, ze tylko jedna metoda ekstrakcji jest wlasciwa dla wszystkich
zi6t i owocdw, nie jest uzasadnione.

Badanie to po raz kolejny udowadnia, ze owoce dzikiej rézy sa ma-
terialem rodlinnym bardzo bogatym w polifenole [Bhave i wsp. 2017,
Murathan i wsp. 2016, Cunja i wsp. 2016, Olech i wsp. 2017]. Nale-
zy jednak pamieta¢, ze sktad fitochemiczny owocoéw moze sie rdznié
w zaleznosci od wielu czynnikéw, takich jak etap dojrzewania, pogoda,
miejscowy klimat [Szymanowska i wsp. 2017, Ponder i Hallmann 2019,
Senica i wsp. 2017]. Wylacznie ekstrakty z owocédw dzikiej ré6zy mozna
uzna¢ za dobre Zrédio witaminy C, poniewaz 100 g kazdego z analizo-
wanych ekstraktow z tych owocéw moze pokry¢ zalecane dzienne spo-
zycie tej witaminy [USDA], co jest zgodne z dostepnymi danymi na ten
temat [Cunja i wsp. 2016, Olech i wsp. 2017]. Najwyzsze stezenie kwasu
askorbinowego stwierdzono w odwarze z owocow dzikiej rézy, co su-
geruje, ze bylby to najlepszy sposéb na przetwarzanie tych owocéw. Co
wiecej, tylko odwar z dzikiej rézy zawieral wykrywalne ilo$ci karoteno-
idow w stezeniu powyzej 1 pg/100 g, cho¢ nadal jest to warto$¢ niska
w poréwnaniu z zalecanym dziennym spozyciem, ktére wynosi 800 pg/
dzien [USDA]. Niewielkie ilo$ci karotenoidéw obecne w ekstraktach sa
wynikiem zastosowania rozpuszczalnikéw polarnych. Do skutecznej
ekstrakcji karotenoidéw nalezatoby zastosowa¢ rozpuszczalniki apolar-
ne, jak eter i aceton, lub w przypadku nasladowania metod uzywanych
w sztuce kulinarnej zastosowa¢ maceracj¢ olejows, a jak udowodniono,
spozywanie owocow bogatych w karotenoidy w towarzystwie tluszczéw
zwieksza absorbcje tych zwigzkow [White i wsp. 2017].

Analizowane ekstrakty silnie réznily si¢ wlasciwos$ciami antyoksy-
dacyjnymi w zaleznosci od rodzaju i roéliny, z ktorej zostaly sporzadzo-
ne, co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami [Kalemba-Drozdz
i Cierniak 2019, Moon i wsp. 2006, Kalemba-Drozdz i Cierniak 2013].
Nie jest mozliwe jednoznaczne wskazanie, ktory rodzaj ekstraktu jest
najlepszy dla kazdego materialu roslinnego, poniewaz jego sktad zale-
zy od materiatu uzytego do przygotowania i sposobu ekstrakeji; moz-
na jednak zaobserwowaé pewne prawidlowosci. Przede wszystkim
najwyzsze stezenie flawonoidéw stwierdzono gléwnie w nalewkach,
co uzasadnia fitoterapeutyczne zastosowanie tego typu ekstraktow.
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Nalewki sg nie tylko bogatym zrédtem flawonoidéw i antocyjanow, ale
dodatkowo wigkszos¢ nalewek charakteryzuje sie najwyzszymi zdolno-
$ciami antyoksydacyjnymi. Potwierdza to wyniki wcze$niejszych ba-
dan, wskazujace, Ze ekstrakcja etanolem jest bardzo skuteczng metoda
ujawniania wlasciwosci przeciwutleniajacych ziét [Kalemba-Drozdz
i Cierniak 2019]. Fermentowane octy i maceraty octowe przygoto-
wane z tych samych roslin nie réznily sie istotnie pod wzgledem sity
przeciwutleniajacej, ktéra w obydwu przypadkach byla doé¢ niska. Po-
nadto analiza HPLC wykazala, ze octy fermentowane z analizowanych
ekstraktow charakteryzowaly si¢ najmniej zréznicowang zawartoscia
polifenoli.

Sila przeciwutleniajaca tradycyjnych typoéw ekstraktéw byla skorelo-
wana z zawartoscig polifenoli i wptywala na ich wiasciwosci genopro-
tekcyjne [Demasi i wsp. 2021, Oalde i wsp. 2021, Rivas-Garcia i wsp.
2021, Kalemba-Drozdz i Cierniak 2019, Budak i wsp. 2014, Suksathan
i wsp. 2021], za$§ kwasowos¢ ekstraktu nie byla w tym kontekscie istot-
na [Zhang, Xia i wsp. 2019, Zhao i wsp. 2020]. Stwierdzono, ze skorki
jablek, odwary z migty i sfermentowane octy maja najnizsze wlasci-
wosci genoprotekcyjne, podczas gdy ekstrakty z owocow dzikiej rozy
i ptatkéw rdzy s3 najbardziej aktywnymi czynnikami genoprotekcyjny-
mi. Niska ranga odwardéw moze zaleze¢ od termolabilnosci niektérych
przeciwutleniaczy, natomiast niska zdolnos¢ antyoksydacyjna octow
fermentowanych moze by¢ spowodowana dostepnoscia tlenu przez caly
okres ekstrakeji (cztery tygodnie), co moze przyczyniac si¢ do utlenia-
nia niektorych fitochemikaliow lub ich czesciowego zuzycia przez pro-
wadzgce proces fermentacji octowej mikroorganizmy.

Uzyskane wyniki dowodza, ze ekstrakty z jadalnych kwiatéw posia-
daja wlasciwosci przeciwutleniajgce, a potencjal antyoksydacyjny rézni
si¢ pomiedzy gatunkami roélin.

Decyzja o wyborze 40-procentowych nalewek do eksperymen-
tow na komorkach byla uzasadniona wczesniejszymi wynikami, ktére
wskazywaly, Ze wyciagi etanolowo-wodne miaty najbardziej ztozony
sktad z analizowanych ekstraktow. Przy projektowaniu do$wiadczenia
zalozono, ze jadalne kwiaty sg zazwyczaj spozywane jako czg§¢ zlozo-
nego positku, a zatem sg zjadane z dodatkiem ttuszczéw i wody, za-
tem zaréwno skladniki polarne, jak i apolarne beda miaty szanse zostaé
wchloniete z uktadu pokarmowego.
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Najbardziej interesujace wyniki uzyskano dla réznych ekstraktow
przygotowanych z kwiatéw z rodzaju Rosa. Potwierdzono, ze kwiaty rozy
pomarszczonej oraz rozy damascenskiej posiadaja silne wtasciwosci prze-
ciwutleniajgce [Wang, Miao i wsp. 2016, Pires i wsp. 2018, Kalim i wsp.
2010, Saxena i wsp. 2012, Hajhashemi i wsp. 2010, Mileva i wsp. 2021].

Jasmin jest uwazany za zrédlo skladnikéw przeciwbakteryjnych,
przeciwwirusowych i przeciwzapalnych, jak np. oleuropeina [Zhao i wsp.
2009], jednak nasze wyniki nie wykazaty przeciwutleniajacych wtasciwo-
$ci wyciggow z jasminu w zastosowanych w badaniu stezeniach.

Uzyskane rezultaty potwierdzily, ze chaber btawatek charakteryzu-
je sie raczej stabym potencjalem przeciwutleniajgcym i zdolnosciami
ochronnymi, a takze bardzo niskim stezeniem polifenoli w hydrolacie
[Pires i wsp. 2018, Moein i wsp. 2012, Kucekova i wsp. 2013]. Podobne
obserwacje poczyniono dla ekstraktow ze stokrotki i pierwiosnka, ktdre
posiadaja umiarkowane zdolnosci przeciwutleniajace i genoprotekcyjne.
Jednakze inni badacze wskazujg na mozliwos¢ cytotoksycznego dziatania
stokrotek na komorki transformowane [Kucekova i wsp. 2013], co przy
wykazaniu przez nas braku jej szkodliwosci wzgledem komérek zdro-
wych otwiera pole do dalszych badan nad mozliwoscia zastosowania sto-
krotek w terapii wspomagajacej.

Fiotki rogate o granatowych kwiatach okazaly si¢ mie¢ silne wlasciwo-
$ci redukcyjne stanowiac cenne zrodlo polifenoli [Gonzalez-Barrio i wsp.
2018, Koike i wsp. 2015, Kucekova i wsp. 2013], tym samym potwierdza-
jac silny potencjal przeciwutleniajacy kwiatéw z rodzaju Viola.

Potwierdzono takze, zZe wyciagi z aksamitki s3 bogate w przeciwu-
tleniacze [Navarro-Gonzalez i wsp. 2014] oraz ze kwiaty czarnego bzu,
jako surowiec bogaty w kwercetyne, kwas kawowy, waniliowy i galusowy,
wykazuja silne wlasciwosci przeciwutleniajace [Viapiana i Wesolowski
2017].

Jak uprzednio wykazano, nagietek dziala cytotoksycznie na transfor-
mowane linie komoérkowe [Mubashar i wsp. 2015]. Nasze wyniki wskazuja
na genotoksyczne dzialanie tynktury z nagietka na limfocyty, aczkolwiek
inne doniesienia sugeruja, ze ekstrakty wodne z nagietka nie wykazywa-
ty efektu genotoksycznego na limfocytach od zdrowego dawcy. Nagietek
posiada silne wlasciwosci przeciwutleniajace, co zostalo wielokrotnie po-
twierdzone [Pires i wsp. 2017, Villanueva-Bermejo i wsp. 2019, Lovecka
i wsp. 2017, Alexandre i wsp. 2018]. Ze wzgledu na popularnos¢ tych
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kwiatow w fitoterapii warto rozwazy¢ podjecie dalszych badan nad ich
potencjalnym dzialaniem genotoksycznym oraz nad réznicami w skta-
dzie pomiedzy ekstraktem alkoholowym a wodnym. Podobnie prezen-
tuje si¢ kwestia koniczyny, ktéra w naszych badaniach wykazywala geno-
toksycznos¢ wzgledem komorek zdrowych, natomiast inne doniesienia
wskazujg na mozliwo$¢ skutecznego zmniejszenia zywotno$ci komorek
nowotworowych z uzyciem ekstraktéw koniczynowych [Kucekova i wsp.
2013].

Tymczasem platki stonecznika, malwy czarnej, rumianku i hibiskusa
nie wykazywaly dzialania antyoksydacyjnego ani ochronnego przeciwko
uszkodzeniom DNA, co nie potwierdza wynikéw uzyskanych w innych
badaniach [Riaz i Chopra 2018, Abdel-Salam i wsp. 2018]. Co wigcej hi-
biskus i czarna malwa nasilaly dziatanie genotoksyczne nadtlenku wodo-
ru. Moze to wskazywac trop do podjecia badan nad mozliwoscig wyko-
rzystania ekstraktow z tych kwiatéw w terapii skojarzonej. Szczegélnie
ze stwierdzono, iz izolowana z kwiatéw hibiskusa gossypina stymuluje
apoptoze komorek czerniaka [Bhaskaran i wsp. 2013].

Oczywiscie nalezy pamieta¢, ze wlasciwosci przeciwutleniajace kwia-
tow nie zaleza wyltgcznie od polifenoli. Zotte i pomaraficzowe kwiaty za-
wieraja karotenoidy, ktore rowniez moga wptywac na korelacje pomiedzy
potencjalem przeciwutleniajagcym a stezeniem polifenoli. W naszym ba-
daniu dobrym przykladem takiego przypadku moze by¢ aksamitka, dla
ktorej wyniki FRAP wyraznie odstawaty od trendu korelacji miedzy sitg
redukcyjng a zawartoscia polifenoli, co sugeruje, Ze obecnos¢ karoteno-
idow, najprawdopodobniej luteiny, moze by¢ odpowiedzialna za ten wy-
nik [Park i wsp. 2017].

Przypadek wrzosu, nagietka i lawendy sugeruje, ze bezposrednie dzia-
tanie przeciwutleniajgce nie jest jedynym mechanizmem, w jaki wycia-
gi roslinne oddziatujg na komorki, a pod uwage moga by¢ brane takze
zmiana aktywnosci enzymow, modyfikacja przekaznictwa wewnatrz-
komoérkowego lub zmiany ekspresji genéw [Villanueva-Bermejo i wsp.
2019, Moein i wsp. 2012, Loizzo i wsp. 2016, Kwon i wsp. 2010].

Wstepne badania wskazujg, ze konsumenci sg gotowi do zakupu
positkéw z jadalnymi kwiatami, jezeli przyniosg one korzysci zdro-
wotne [Rodrigues i wsp. 2017]. A zatem jest to cecha, ktdra powinna
by¢ podkreslana podczas promocji kwiatéw jako pozywienia. Co jest
jeszcze warte podkreslenia, to fakt, ze poza silnymi wtasciwosciami
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przeciwutleniajacymi i chemoprewencyjnymi jadalne kwiaty maja cieka-
wy smak, zapach, teksture i atrakcyjny wyglad [Kalemba-Drozdz 2021a].
Jednakze nadal istnieje palaca potrzeba powszechnej edukacji botanicz-
nej na temat rozrdzniania gatunkéw kwiatéw, ktére mozna spozywac
[Kalemba-Drozdz 2019a].

Podobnie wyglada kwestia dzikich roslin rosnacych powszechnie,
czesto uwazanych za chwasty. Zrédla etnobotaniczne potwierdzajg, ze
roéliny takie jak pokrzywa, mniszek czy podagrycznik byly tradycyjnym
pokarmem od wiekdw, jednak obecnie ich uzycie spozywcze w Europie
jest malo popularne i charakterystyczne dla endemicznych spoleczno-
$ci [Pinela i wsp. 2017, Bacchetta i wsp. 2016, Luczaj 2011, Dogan i wsp.
2015, Molina i wsp. 2014, Pasta i wsp. 2020, Vorstenbosch i wsp. 2017,
Pieroni i Soukand 2018, Biscotti i Pieroni 2015, Cucinotta i Pieroni 2018,
Chevalier i wsp. 2014].

Ogodlnie ekstrakty z lisci dzikich rodlin charakteryzowaly si¢ nieco
nizszymi zdolnosciami przeciwutleniajacymi niz ekstrakty z jadalnych
kwiatéw, jednak nie mozna ich bezposrednio poréwnywac ze wzgledu na
odmienne sposoby uzyskiwania wyciagow.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze liscie podagrycznika pospolitego,
pokrzywy zwyczajnej, babki lancetowatej, mniszka lekarskiego, szczawiu
zwyczajnego, bluszczyku kurdybanka posiadaja wlasciwosci przeciwutle-
niajace i nie dzialajg cytotoksycznie, zatem wlaczenie ich do codziennej
diety moze by¢ korzystne zaréwno w kontekscie dzialan chemoprewen-
cyjnych, jak i réwniez ze wzgledu na ich wlasciwosci odzywcze i walo-
ry smakowe [Mahlangeni i wsp. 2020, Jakubczyk i wsp. 2020, Kalemba-
-Drozdz 2021b, Rutto i wsp. 2015].

Prowadzone s3 dalsze badania nad wlasciwosciami genoprotekcyjny-
mi wyciagdw z lisci pospolitych, dzikich roslin jadalnych.

Wnioski

Dla zachowania zdrowia rosliny powinny stanowi¢ podstawe naszej
diety [WHO 2003]. Uzyskane wyniki jednoznacznie pokazuja, ze soki
wyciskane z dzikich owocéw rosnacych na potkuli péinocnej sg bogate
w polifenole i wykazuja duzg zdolnos¢ do zmniejszania uszkodzenn DNA
indukowanych przez kancerogeny. W zwiazku z tym, ze w naszej diecie
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obecne s3 zardwno zwigzki kancerogenne, jak i chemoprewencyjne, wy-
niki uzyskane w tym badaniu pozwalajg na zrozumienie roli interakcji
pomiedzy skfadnikami spozywanymi na co dzien.

Oprocz sokow wyciskanych bezposrednio z owocow, ekstraktem,
ktory wydaje sie zapewnia¢ najwyzsze stezenie fitochemikaliow i ich naj-
wigksza réznorodnos¢, sg ekstrakty wodno-alkoholowe, jak tynkturyiin-
trakty. Tymczasem inny typ ekstraktéw — octy fermentowane z owocow
i ziol, réwniez moze znalez¢ zastosowanie w chemoprewencji. Cho¢ maja
one stosunkowo niski potencjal przeciwutleniajacy, to ich zaletg jest, ze
moga dostarczaé substancje aktywne, a jednocze$nie nie zawieraja alko-
holu, cukru i sg niskokaloryczne [USDA]. Ponadto mozna je wytwarzac
z resztek, takich jak skorki owocow, co jest zgodnie z wiodacym trendem
zero waste. Jednak niskie pH octéw sprawia, ze moga one nasila¢ nega-
tywne objawy ze strony przewodu pokarmowego oraz zmigkczac szkliwo
zebow [Budak i wsp. 2014, Akbulut i wsp. 2019]. Niemniej jednak w typo-
wych zastosowaniach octéw uzywa si¢ ich jedynie w niewielkich ilosciach
jako dodatek do Zywnosci lub napojow, stad ich niskie pH ma niewielki
wplyw na organizm, mimo ze podaz zwigzkéw roslinnych z octu jest ra-
czej ograniczona. Niestety sklad fitochemiczny octéw fermentowanych
jest gorszy w poréwnaniu z nalewkami i odwarami, ktére sa powszechnie
stosowane zardwno w medycynie tradycyjnej, jak i w kulinariach. Jednak
w zwigzku z ciggle rosngcym zapotrzebowaniem na fitochemikalia i an-
tyoksydanty oraz w nawigzaniu do stéw Hipokratesa: ,Niech jedzenie
bedzie twoim lekarstwem, a lekarstwo twoim pozywieniem”, wskazane
jest wlaczenie naturalnych polifenoli do codziennej diety w kazdy mozli-
wy sposob. Nawet niewielka ilo§¢ flawonoidéw dostarczanych w postaci
ekstraktow nadal stanowi dodatkowe zrédlo przeciwutleniaczy w diecie.

Sktadniki zywnosci moga modulowa¢ ryzyko powstania nowotworow,
stad niestabnaca potrzeba dostarczania do organizmu antyoksydantéw.
Ziola, kwiaty i owoce s3 waznym zrédltem skladnikéw chemoprewen-
cyjnych, takich jak polifenole, zwlaszcza flawonoidy [Kalemba-Drozdz,
Cierniak i wsp. 2020, Kalemba-Drozdz i Cierniak 2019]. Szereg badan
sugeruje, ze dieta roélinna jest uwazana za najbardziej korzystna dla czto-
wieka, a spozywanie zywno$ci bogatej w polifenole zmniejsza ryzyko
zachorowania na nowotwory [Vanamala 2015, Afrin i wsp. 2016, Aqil
i wsp. 2016, Lépez-Romero i wsp. 2018, Wang i wsp. 2017, Lachat 2018,
Rodriguez-Casado 2016, Miller i wsp. 2017, GBD 2019].
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Podsumowanie

Jak wykazano, jednym z najwazniejszych czynnikéw zapobiegania choro-
bom nowotworowym jest naturalna zywno$¢ zasobna w przeciwutlenia-
cze, a nie suplementy diety [Cuzick 2017]. Jednym z powodéw przewagi
zywnosci nad tabletkami jest réznorodno$¢ sktadnikow chemoprewen-
cyjnych, ktdrej nie oferuje zaden producent suplementéw [Megana-
than i Fu 2016]. Wychodzac naprzeciw potrzebie poprawy jakosci diety
i zwigkszenia sity przeciwutleniajacej codziennych positkéw [Vanamala
2015] mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢ w diecie dzikich owocow, jadalnych
kwiatow i lisci dzikich roslin moze wzmocni¢ zdolnosci chemoprewen-
Cyjne organizmu.

Niezwykle wazne jest podkreslenie znaczenia polifenoli w utrzymaniu
zdrowia, poniewaz zazwyczaj ani dane zywieniowe, ani dokumenty doty-
czace zalecanych diet zywieniowych nie zawieraja informacji o koniecz-
nosci spozywania zwigzkow fenolowych. Dietetyka klasyczna skupia sie
wylacznie na zapewnieniu zaspokojenia zapotrzebowania Zywieniowego
na witaminy, mikroelementy i sktadniki energetyczne. Moze to prowa-
dzi¢ do zludnego wrazenia, ze suplementacja sktadnikéw analitycznych
jest w stanie zaspokoi¢ wszystkie potrzeby zywieniowe, podczas gdy po-
lifenole, zwlaszcza flawonoidy, wydaja si¢ mie¢ istotny wpltyw na zdrowie
czlowieka, a ich jedynym zrédtem w diecie sa rosliny. Korzysci ptynace
ze spozywania owocow, kwiatéw i ziot sg nie do przecenienia [Lopez-Ro-
mero i wsp. 2018, Rodriguez-Casado 2016, Miller i wsp. 2017] i im wiecej
rodzajow roslin zjadamy, tym wiecej korzysci dla naszego zdrowia [Lachat
2018]. Dlatego dzikie owoce, jadalne kwiaty i dzikorosnace roéliny jako
naturalne zrédlo polifenoli, powinny by¢ polecane w codziennej diecie.
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