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WYKAZ SKROTOW

ABTS+ - rodnik kwasu 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfono-
wego)

Au@RD NPs - nanoczastki zlota z zastosowaniem ekstraktu wodnego
z 16zy damascenskiej

DCPIP - 2,6-dichlorofenoloinodofenol, odczynnik Tillmansa

DMEM - pozywka hodowlana Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO - dimetylosulfotlenek

DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EPIC - (ang. European Prospective Investigation into Cancer and Nutri-
tion) Europejskie Prospektywne Badanie Nowotwordw i Zywienia

EtBr - bromek etydyny

FBBB - Fast Blue BB; N-(4-Amino-2,5-dietoksyfenylo)benzamid

FBS - (ang. fetal bovine serum) wotowa surowica ptodowa

FDA - dwuoctan fluoresceiny

FRAP - (ang. ferric reducing antioxidant power) sita redukcyjna

HCA - (ang. heterocyclic aromatic amines) aromatyczne aminy hetero-
cykliczne

HPLC - (ang. High Performance Liquid Chromatography) wysokospraw-
na chromatografia cieczowa

IARC - (ang. International Agency for Research of Cancer) Migdzynaro-
dowa Agencja Badan nad Rakiem

INCI - (ang. International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) Mie-
dzynarodowe Nazewnictwo Sktadnikéw Kosmetykéw

LMPA - (ang. low melting point agarose) agaroza o obnizonej temperatu-
rze topnienia)

MED - (ang. minimum erythemal dose) minimalna dawka rumieniowa

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu, test
badania zywotnosci komorek za pomoca odczynnika MTT
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NMPA - (ang. normal melting point agarose) agaroza o normalnej tem-
peraturze topnienia

NPs - (ang. nanoparticles) nanoczastki metali

NW - nie wykryto

odch. st. - odchylenie standardowe

PABA- kwas p-aminobenzoesowy

PBML - (ang. peripheral blood mononuclear cells) jednojadrzaste komor-
ki krwi obwodowej, czyli limfocyty i monocyty

PhIP - 2-amino-1-metylo-6-fenylimidazo(4,5-b)pirydyna

RFT - (ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

rpm - (ang. revolutions per minute) liczba obrotéw na minute

RPMI - pozywka hodowlana Roswell Park Memorial Institute

SCGE - (ang. single cell gel electrophoresis) elektroforeza pojedynczych
komorek w zelu agarozowym, test kometowy

SPF - (ang. sun protection factor) wspolczynnik ochrony przeciw-
stonecznej

TCM - (ang. traditional Chinese medicine) tradycyjna medycyna chiniska

TDC - (ang. Tail DNA Content) zawarto$¢ DNA w ogonie komety

TPTZ - 2,4,6-Tris(2-pirydylo)-s-triazyna

Tris, Trizma Base - 2-Amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol

UV - ultrafiolet

WHO - (ang. World Health Organisation) Swiatowa Organizacja
Zdrowia



Rycina 1. Rdéza pomarszczona (Rosa rugosa).
Fot. Matgorzata Kalemba-Drozdz






PRZEDMOWA

Polifenole sg metabolitami wtérnymi roslin i grzybéw. Powszechnie wy-
stepuja w kwiatach, korze, korzeniach, fodygach, lisciach i owocach roslin.
Ich strukture chemiczng charakteryzuje obecnos¢ dwoch lub wiecej grup
-OH przylaczonych do pierscieni aromatycznych. Do polifenoli zalicza-
my lignany, kurkuminoidy, taniny, stilbenoidy, kwasy fenolowe oraz fla-
wonoidy. Ta ostatnia klasa obejmuje: flawony (np. apigenina), flawanony
(np. naringenina), flawonole (np. kwercetyna), flawanole (np. katechiny),
izoflawony (np. genisteina), antocyjanidyny (np. malwidyna), chalkony
(np. buteina), aurony (np. aureuzydyna) i ksantony (np. a-mangostyna).
Do tej pory opisano ponad dziesie¢ tysiecy zwigzkéow polifenolowych
i wcigz nie poznano ich wszystkich. Wtasciwosci polifenoli to temat in-
tensywnie badany na calym $wiecie ze wzgledu na mozliwe wykorzysta-
nie zwigzkéw polifenolowych w medycynie, farmakologii, kosmetologii,
rolnictwie, dietetyce i przemysle.

Polifenole produkowane przez rosliny petnig funkcje antybiotykow,
fungicydéw, herbicydéw, chronia przed promieniowaniem ultrafioleto-
wym, modulujg dzialanie hormonéw roslinnych, biora udzial w przy-
wabianiu owadéw, nadajg tkankom roslin intensywne barwy. Roéwniez
w organizmie czlowieka moga wykazywa¢ bardzo szerokie spektrum
wlasciwosci. Zwigzki polifenolowe dziataja jako przeciwutleniacze, zmia-
tacze wolnych rodnikéw, zwiazki chelatujagce metale cigzkie, a takze
zwiekszaja aktywnos¢ enzymow detoksyfikacyjnych, wykazujg dzialanie
przeciwzapalne, przeciwalergiczne, przeciwwirusowe, przeciwbakteryj-
ne oraz przeciwnowotworowe. To wlasnie polifenolom warzywa, owoce
i ziota zawdzieczajg swoje prozdrowotne wlasciwosci, cho¢ jest to grupa
zwigzkow chemicznych weigz ignorowana przez dietetykéw. Tymczasem
produkty spozywcze, ktore uznaje si¢ za najzdrowsze, jak: warzywa, cze-
kolada, herbata, czerwone winogrona, to surowce roélinne bogate w poli-
fenole, co zainteresowalo naukowcow i rozpoczeto debate na temat funk-
cji i roli tych zwigzkéw chemicznych w zachowaniu zdrowia.
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Niniejsza publikacja prezentuje wybrane wyniki aktualnych badan
prowadzonych nad surowcami polifenolowymi, ich dzialaniem na or-
ganizm czlowieka i mozliwo$ciami zastosowania polifenoli w ochronie
zdrowia i medycynie.

W rozdziale pierwszym Agnieszka Cierniak, Sylwia Lukasiewicz
i Agnieszka Kyziot opisaly syntez¢ nanoczastek zlota sprzezonych z eks-
traktami z rézy damascenskiej o wysokiej zawartosci polifenoli i ich se-
lektywne oddzialywanie na komdrki zdrowe i nowotworowe.

Surowce polifenolowe moga by¢ wykorzystane jako substancje wspo-
magajace w terapii antynowotworowej, co na przykladzie mieszanki zio-
fowej LCS101 przedstawili Sylwia Lukasiewicz, Marta Dziedzicka-Wa-
sylewska, Agnieszka Cierniak, Zoya Cohen i Yair Maimon w rozdziale
drugim.

Szczegblna role w utrzymaniu zdrowia przypisuje si¢ polifenolom,
ktére moga dziata¢ jako czynniki przeciwutleniajace i chemoprewencyj-
ne, co Malgorzata Kalemba-Drozdz, Agnieszka Cierniak i Inga Kwiecien
zaprezentowaly w rozdziale trzecim na przykladzie takich surowcéw po-
lifenolowych jak: jadalne kwiaty, drobne owoce rosnace na potkuli pét-
nocnej i liscie dzikich roslin jadalnych.

Polifenole, ktére mozna znalez¢ w kiszonkach warzywnych i ich wta-
$ciwosci zdrowotne opisali Patryk Zdziobek i Grzegorz Jodlowski w roz-
dziale czwartym.

Artur Budzowski i Regina Gil w rozdziale pigtym przedstawili moz-
liwosci zastosowania surowcow polifenolowych w podwyzszaniu stopnia
ochrony skory przed promieniowaniem ultrafioletowym. Polifenole wy-
kazuja wlasciwosci ochronne poprzez absorpcje UV, zmiatanie wolnych
rodnikoéw, a takze dzialajg przeciwzapalnie oraz immunomodulacyjnie.

W rozdziale széstym Adam Kapler podaje przyklady mozliwosci
uprawy w Polsce mniej znanych roslin wrzosowatych o jadalnych owo-
cach bogatych w polifenole, jako alternatywy do owocow sprowadzanych
spoza Europy.

Mamy nadziej¢, ze niniejsza publikacja pomoze rozszerzy¢ i propa-
gowa¢ wiedze na temat zwigzkéw polifenolowych i surowcédw roslinnych
oraz ich ogromnego znaczenia dla zdrowia czlowieka.

Matgorzata Kalemba-Drozdz



PREFACE

Polyphenols are secondary metabolites of plants and fungi. They are com-
monly found in the flowers, bark, roots, stems, leaves and fruits of plants.
Their chemical structure is characterized by the presence of at least two
or more ~OH groups attached to aromatic rings. Polyphenols include li-
gnans, curcuminoids, tannins, stilbedons, phenolic acids and flavonoids.
The latter class includes: flavones (e.g., apigenin), flavanones (e.g., narin-
genin), flavonols (e.g., quercetin), flavanols (e.g., catechins), isoflavones
(e.g., genistein), anthocyanidins (e.g., malvidin), chalcons (e.g., butein),
aurons (e.g. aureuzidine) and xanthones (e.g. a-mangostin). To date,
more than ten thousand polyphenolic compounds have been described
and still not all of them are known. Properties of polyphenols are a sub-
ject that is intensively researched all over the world due to the possible
use of polyphenolic compounds in medicine, pharmacology, cosmetolo-
gy, agriculture, dietetics and industry.

Polyphenols produced by plants act as antibiotics, fungicides, herbi-
cides, protect against ultraviolet radiation, modulate the action of plant
hormones, take part in attracting insects, and give plant tissues intense
colors. They can also show a very wide range of properties in the hu-
man body. Polyphenolic compounds act as antioxidants, free radical
scavengers, heavy metal chelating compounds, they increase the activity
of detoxification enzymes, have anti-inflammatory, anti-allergic, antivi-
ral, antibacterial and anti-cancer properties. Vegetables, fruits and herbs
owe their health-promoting properties to polyphenols, although this is
a group of chemical compounds still ignored by nutritionists. Meanwhile,
food products that are considered the healthiest, such as vegetables,
chocolate, tea, red grapes, are plant materials rich in polyphenols, which
interested scientists in these chemicals and started a debate about their
functions and role in maintaining health.

This publication presents selected results of current research on poly-
phenols, their effects on the human body and the possibilities of using
polyphenol rich plant materials in health care and medicine.
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In the first chapter, Agnieszka Cierniak, Sylwia Lukasiewicz and Ag-
nieszka Kyziot described the synthesis of gold nanoparticles conjugated
with damask rose extracts which are characterised by high content of
polyphenols and depicted the selective effect of those nanoparticles on
healthy lymphocytes and cancer cells.

Polyphenol reach plant extracts can be used as adjuvants in anti-can-
cer therapy, which was presented on the example of the LCS101 herbal
mixture by Sylwia Lukasiewicz, Marta Dziedzicka-Wasylewska, Agniesz-
ka Cierniak, Zoya Cohen and Yair Maimon in the second chapter.

A special role in maintaing health is assigned to polyphenols, which
can act as antioxidants and chemopreventive agents, which was presented
by Malgorzata Kalemba-Drozdz, Inga Kwiecien and Agnieszka Cierniak
in the third chapter on the example of such polyphenols rich materials
as: edible flowers, berry fruits growing in the Northern Hemisphere and
leaves of wild edible plants.

The polyphenols that can be found in vegetable lactofermented pick-
les and their health properties were described by Patryk Zdziobek and
Grzegorz Jodlowski in chapter four.

In the fifth chapter, Artur Budzowski and Regina Gil presented the
possibilities of using polyphenolic rich plant materials in increasing
the level of skin protection against ultraviolet radiation. Polyphenols
show protective properties through UV absorption, scavenging free rad-
icals, morover they have anti-inflammatory and immunomodulating
properties.

In chapter six, Adam Kapler gives examples of the possibility of grow-
ing in Poland less known heather plants with have edible fruit rich in
polyphenols as an alternative to fruit imported from outside Europe.

We hope that this publication will help broaden and disseminate
knowledge about polyphenolic compounds and polyphenol rich plant
materials and their enormous importance for human health.

Malgorzata Kalemba-Drozdz



Rycina 2. Réza damascenska (Rosa damascena).
Fot. Matgorzata Kalemba-Drozdz






ROZDZIAE 1.

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA IN VITRO
NANOCZASTEK ZtOTA (AU@RD NPS)
OTRZYMANYCH PRZY UZYCIU WODNEGO
EKSTRAKTU Z ROZY DAMASCENSKIE]
(ROSA DAMASCENA)

Agnieszka Cierniak’, Sylwia tukasiewicz?, Agnieszka Kyziot?
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Streszczenie

Synteza nanoczastek metali (NPs) oparta na chemii zrbwnowazonego rozwoju staje
sie coraz popularniejsza ekologiczng metodg stosowang zamiast syntezy chemicz-
nej. W szczegdlnosci ekstrakty roslinne jako czynniki redukujace i stabilizujace sg
stopniowo wykorzystywane do syntezy metalicznych nanoczastek. Ekstrakty z rézy
damascenskiej (Rosa damascena), wykazujace wiasciwosci antyoksydacyjne, antybak-
teryjne, przeciwzapalne czy antynowotworowe, moga by¢ wykorzystane do syntezy
nanoczastek ztota.

Celem badan byta ekologiczna i kontrolowana synteza nanoczastek ztota z za-
stosowaniem ekstraktu wodnego z rézy damascenskiej (Au@RD NPs). Analizowano
wptyw Au@RD NPs na przezywalnos¢, poziom uszkodzert DNA i apoptoze w komér-
kach prawidtowych - ludzkich limfocytach, oraz nowotworowych: HL60 i A549.

W badaniach in vitro nie wykazano cyto- i genotoksycznosci Au@RD NPs wobec ko-
moérek prawidtowych, natomiast dla komérek nowotworowych wykazano selektywna
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cyto- i genotoksyczno$¢ oraz indukcje apoptozy. Uzyskane wyniki wskazuja, ze na-
noczastki ztota otrzymane zgodnie z zasadami chemii zréwnowazonego rozwoju sa
atrakcyjnymi materiatami hybrydowymi dla badan biologicznych fgczacymi dwa ak-
tywne sktadniki — nanoczastki metali i polifenole roslinne.

Stowa kluczowe: nanoczaski ztota; polifenole; apoptoza; uszkodzenia DNA

Abstract

In vitro biological activity of gold nanoparticles (Au@RD NPs) obtained using
aqueous extract of Damask rose (Rosa damascene)

Synthesis of metal nanoparticles (NPs) based on Sustainable Chemistry is an incre-
asingly popular ecological method, instead of chemical synthesis. In particular, plant
extracts as reducing and stabilizing agents are gradually used for the synthesis of me-
tallic nanoparticles. Extracts of Damask rose (Rosa damascena) have antioxidant, anti-
bacterial, anti-inflammatory or anti-cancer properties that can be used to synthesize
gold nanoparticles.

The aim of the study was the ecological and controlled synthesis of gold nanopar-
ticles using Damask rose aqueous extract (Au@RD NPs). The effect of NPs Au@RD on
survival, DNA damage and apoptosis in normal cells: human lymphocytes and cancer
cells: HL60 and A549 was studied.

In vitro studies did not revealed cyto- and genotoxicity of Au@RD NPs in the
case of normal cells, while for cancer cells: selective cyto- and genotoxicity and induc-
tion of apoptosis were demonstrated. The data show that gold nanoparticles obtained
in accordance with the principles of Sustainable Chemistry are attractive hybrid mate-
rials for biological purposes combining two active components — metal nanoparticles
and plant polyphenols.

Key words: gold nanoparticles; polyphenols; apoptosis; DNA damage

Wprowadzenie

Synteza nanoczastek metali (NPs, ang. nanoparticles) oparta na zaloze-
niach chemii zréwnowazonego rozwoju staje si¢ coraz popularniejsza
ekologiczng metoda stosowang zamiast syntezy chemicznej. W szczegdl-
nosci ekstrakty roslinne jako czynniki redukujace i stabilizujace sg stop-
niowo wykorzystywane do syntezy metalicznych nanoczastek, dlatego
synteza ta jest potocznie okre$lana ,,zielong chemig” [Akhtar i wsp. 2013,
Mittal i wsp. 2013, Bhaumik i wsp. 2015, Duan i wsp. 2015, Sasidharan
i wsp. 2018]. Zainteresowanie zastosowaniem nanoczastek jest duze ze
wzgledu na relatywng tatwos$¢ ich syntezy, dobra kontrole rozmiaréw
i ksztaltow, wlasciwosci optyczne i wysoka biokompatybilnos¢ powsta-
tych nanoczastek.
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Nanostruktury zlota ciesza si¢ duzym zainteresowaniem w bada-
niach naukowych ze wzgledu na ich szerokie zastosowanie w fotonice,
elektronice, katalizie, detekcji optycznej i obrazowaniu, terapii fototer-
malnej czy fotodynamicznej oraz w dostarczaniu substancji aktywnych
ilekow [Hu i wsp. 2006, Rao i Paria 2015, De Crozals i wsp. 2016, Peyn-
shaert i wsp. 2014]. Fizykochemiczne i biologiczne wlasciwosci nano-
struktur zlota r6znig sie w zaleznosci od ich wielkosci, ksztaltu, porowa-
tosci i modyfikacji powierzchni oraz wielu innych wlasciwosci. Rozne
strategie i sposoby syntezy opisywane w literaturze pozwalajg uzyska¢
réznorodne i réznowymiarowe nanoczastki, w tym nanosfery, nanopre-
ty, nanoklatki czy nanopowloki [Akhtar i wsp. 2013, Duan i wsp. 2015,
Xia i wsp. 2009, Lofton i Sigmund 2005, Gharib i wsp. 2019]. Na pod-
stawie badan in vitro udowodniono, ze ogélna toksycznos¢ wykazywa-
na przez anizotropowe nanoczgstki zlota moze pochodzi¢ od srodkéw
redukujacych i/lub stabilizujacych stosowanych w ich syntezie [Gharib
i wsp. 2019]. Jednakze dotyczy to przede wszystkim syntez z uzyciem
toksycznych odczynnikéw organicznych, gdzie istnieje obawa o niedo-
kfadne oczyszczanie prébek w obrobce koncowej lub podczas dializy
przy wymienianiu ligand powierzchniowych.

Zgodnie z proponowanym w literaturze mechanizmem generowania
nanoczastek metalicznych to grupy funkcyjne, takie jak grupy hydroksy-
lowe lub ketonowe flawonoiddéw, polifenoli oraz innych czasteczek wyste-
pujacych w ekstraktach roslinnych, s3 utleniane do odpowiednich kwa-
sow karboksylowych przy jednoczesnej redukcji odpowiednich jonéw
metali [Ghoreishiiwsp. 2011, Edison i Sethuraman 2012, Lee i Park 2011,
Kasthuri i wsp. 2009]. Tak wiec ekstrakty roélinne, zawierajace zaréwno
pierwotne, jak i wtdrne czgsteczki metabolitow bogatych we wspominane
grupy funkcyjne, mozna uzna¢ za czynniki redukujace oraz stabilizujace,
zapobiegajace agregacji czastek podczas poczatkowych etapdw syntezy
oraz pozniejszej agregacji i aglomeracji syntetyzowanych z ich uzyciem
nanoczgstek.

Ekstrakty rodlinne zawierajace polifenole majg szeroko udokumento-
wany licznymi badaniami in vitro i in vivo potencjal antyoksydacyjny za-
pobiegajacy uszkodzeniom DNA [Kalim i wsp. 2010, Estrela i wsp. 2017]
oraz aktywnos¢ przeciwnowotworows, ktéra wykazano takze dla nano-
czastek zlota [Avtanski i Poretsky 2018, Sztandera i wsp. 2019, Khan i wsp.
2019]. Na szczegdlng uwage zastuguja ekstrakty z rézy damascenskiej
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(Rosa damascena) (rycina 2, s. 15) bogate w rdzne substancje aktywne,
m.in. terpeny, glikozydy, flawonoidy, antocyjany, taniny czy wieloniena-
sycone kwasy tluszczowe (np. kwas linolenowy). Odmiana ta jest bogata
réwniez w witaminy C i E, beta-karoten oraz mineraly, takie jak: wapn,
zelazo, potas, mangan, sod, fosfor i cynk [Akram i wsp. 2020]. Ekstrak-
ty z platkdw rozy damascenskiej zawierajg mircen, kwas karboksylowy,
kempferol i kwercetyne [Schiber i wsp. 2005]. Dzi¢ki tak licznie reprezen-
towanym skladnikom bioaktywnym ekstrakty te wykazuja potwierdzo-
ne wieloma badaniami szerokie spektrum wlasciwosci, m.in. dziatania:
antyoksydacyjne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwbdlowe,
moczopedne, przeciwkaszlowe, Zoélciopedne, rozkurczowe, przeciwcu-
krzycowe, przeciwzapalne [Mahboubi 2015]. Réwniez wczesniejsze ba-
dania prowadzone na ludzkich limfocytach poddanych dziataniu wycia-
gow z rézy damascenskiej potwierdzily wlasciwosci ochronne ekstraktéw
rézanych przeciwko oksydacyjnym uszkodzeniom DNA indukowanym
25 uM H,0O, [Kalemba-Drozdz i Cierniak 2013]. Obecnie, kiedy coraz
wigcej uwagi poswieca si¢ rozwojowi biokompatybilnych i biodegrado-
walnych materialéw na bazie metabolitéw roslinnych, hybrydowe bio-
materialy mogg by¢ obiecujagcymi wektorami w dziedzinie zastosowan
biomedycznych o kontrolowanym uwalnianiu, zwlaszcza w terapii nowo-
tworéw [Guo i wsp. 2019, Liang i wsp. 2018]. W szczegdlnosci biosynte-
tyzowane nanoczastki zlota mogga stac si¢ terapeutykami nowej generacji
przeciwko réznym rodzajom nowotworéw. Zaprojektowana wielofunk-
cyjnos$¢ nanoczgstek metali, polegajaca na montazu/zakotwiczeniu me-
tabolitéw rodlinnych z ich antyoksydacyjnymi wlasciwosciami, moze
zapewnic selektywng aktywno$¢ w stosunku do komorek prawidlowych
i nowotworowych.

Zatem, majac do dyspozycji dwie tak rézne i jednoczesnie posiadajace
tak szerokie spektra terapeutyczne jednostki budulcowe jak nanoczastki
zlota i ekstrakt z rézy damascenskiej, postanowiliémy przeprowadzi¢ syn-
teze bioaktywnych nanoczastek zlota z wykorzystaniem tego ekstraktu
i zbadac ich dziatanie w ukladzie in vitro. Celem badan byta ekologiczna,
wydajna i kontrolowana synteza nanoczastek ztota z zastosowaniem eks-
traktu wodnego z r6zy damascenskiej (Au@RD NPs) bez uzycia innych
srodkéw redukujacych oraz okreslenie wptywu Au@RD NPs na przezy-
walnos¢, uszkodzenia DNA i proces apoptozy w komérkach prawidio-
wych - jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej (PBML), oraz
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w komérkach nowotworowych: ostrej bialaczce promielocytowej (HL60)
i ludzkim gruczolakoraku, tj. niedrobnokomoérkowym raku ptuc (A549).

Materiaty i metody

Metody opisujace synteze Au@RD NPs, okreslenie wlasciwosci fizyko-
chemicznych (wielkos¢, ksztalt, stabilno$¢) otrzymanych Au@RD NPs
oraz zawarto$¢ polifenoli, flawonoidéw, cukrow redukujacych i wlasci-
wosci antyoksydacyjne zostaty szczegdtowo opisane w publikacji Towards
plant-mediated chemistry - Au nanoparticles obtained using aqueous
extract of Rosa damascena and their biological activity in vitro [Kyziol
i wsp. 2021]. Ogdlnie synteza nanoczastek Au@RD zostala zainicjowana
przez dodanie 2 ml 5 mM wodnego roztworu HAuCl, do 18 ml wodnego
ekstraktu r6zy damascenskiej (1 mg/ml) tak, aby koncowe stezenie kwasu
Au(III) w mieszaninie reakcyjnej wyniosto 0,5 mM. Mieszanina reakcyj-
na byla mieszana w sposoéb ciagly w temperaturze pokojowej 22°C, przy
czym w ciggu 3 min rozwinglo si¢ r6zowe zabarwienie wskazujace po-
czatek tworzenia sie Au@RD NPs. Postep reakcji monitorowano mierzac
absorbancj¢ mieszaniny reakcyjnej w regularnych odstepach czasu. Ry-
cina 3 przedstawia zdjecie TEM uzyskanych Au@RD NPs. W niniejszej
pracy zaprezentowano wyniki eksperymentéw in vitro z Au@RD NPs.

————— 50 nm

Rycina 3. Obraz z mikroskopu TEM przedstawiajgcy nanoczastki ztota uzyskane z uzyciem
wodnego ekstraktu z r6zy damascefiskiej w réznej skali [Kyziot i wsp. 2021: 7]
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Izolacja limfocytow

Krew bedjca zrédlem limfocytéw kontrolnych pochodzila ze stacji
krwiodawstwa w Krakowie i byla pobrana od 3 réznych dawcow plci
meskiej w wieku 23-45 lat. Pobrang krew wirowano [12 min, 1500 rpm
(350 x g), 4°C] w celu uzyskania osocza, a nastepnie krew rozcienczona
w stosunku 1:1 z PBS wirowano w gradiencie gestosci [Histopaque 1077,
35 min, 1600 rpm (400 x g), w temperaturze pokojowej]. W kolejnym
etapie warstwa limfocytarna zostala dwukrotnie odwirowana w PBS bez
Ca* i Mg* [10 min, 1500 rpm (350 x g) w 4°C]. Limfocyty zostaly na-
stepnie zamrozone w -80°C w pozywce: 40% RPMI (Roswell Park Me-
morial Institute 1640 medium), 50% plodowa surowica cielgca (FBS, fetal
bovine serum), 10% dimetylosulfotlenek (DMSO).

Hodowla komorek HL60 i A549

Komérki HL60 (ATCC: CCL 240™) hodowano w zawiesinie o gestosci
5 x 10°/ml w pozywce RPMI 1640 z dodatkiem 10% FBS oraz antybioty-
kéw: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 pg/ml). Komorki A549
(ATCC: CCL-185™) hodowano w zawiesinie 5 x 10°/ml w pozywce
DMEM (Dulbeccos Modified Eagle’s Medium) z L-glutaming, czerwie-
nig fenolowy i glukoza (4,5g/L) réwniez z dodatkiem 10% FBS oraz anty-
biotykéw: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 ug/ml). Hodowle
prowadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO,
o wilgotnosci 95%, zmieniajac ptyn hodowlany co 48 godzin. Wszystkie
eksperymenty wykonywano w fazie logarytmicznego wzrostu komorek.
Do eksperymentéw komorki wysiewano na plytki 96-dotkowe w gesto-
$ci 1,5 x 10*/ml i inkubowano przez 24 godziny. Po tym czasie pozywki
wymieniano na $wieze i do komorek dodawano Au@RD NPs w stezeniu
0-100 pug/ml i inkubowano przez 1, 24 i 48 godzin.

Ocena zywotnosci komarek - test fluorescencyjny

W celu zbadania wptywu Au@RD NPs na komorki prawidlowe (ludz-
kie limfocyty) przeprowadzono réznicowe barwienie fluorescencyijne,
w ktéorym pod wplywem dwuoctanu fluoresceiny komorki zywe bar-
wig si¢ na kolor zielony, a bromek etydyny wybarwia komoérki martwe
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na pomaranczowo. PBML o gestosci 1,5 x 10*/ml inkubowano przez
1124 godziny z Au@RD NPs w stezeniu 0-100 pug/ml. Nastepnie komorki
odwirowano, zawieszono w 30 pl PBS i mieszano w stosunku 1:1 z mie-
szaning dwuoctanu fluoresceiny w acetonie o stezeniu 5 mg/ml, bromku
etydyny w PBS o stezeniu 200 pg/ml i 4,6 ml PBS bez Ca*" i Mg?*. Prepa-
raty analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym z uzyciem niebie-
skiego filtra wzbudzajacego, liczac 500 losowo wybranych komérek w kaz-
dym preparacie. Zliczano wyniki z trzech niezaleznych eksperymentow.

Ocena zywotnosci komérek — test luminescencyjny CellTiter-blue®

Do monitorowania zywotno$ci komérek HL60 i A549 zastosowano test
CellTiter-Blue® (Promega). Oznacza si¢ w nim zdolnos¢ zywych komo-
rek do przeksztalcania barwnika (resazuryny) w produkt fluorescencyjny
(rezorufing). Tylko zywe komorki sg w stanie metabolizowac¢ i redukowac
barwnik - komérki bez zdolnosci metabolicznej nie generujg sygnatu
fluorescencyjnego. Dzien przed eksperymentami komorki wysiewano na
96-dotkowe czarne plytki w gestos¢ 1,5 x 10* komoérek na dotek. Nastep-
nie dodawano Au@RD NPs w ilo$ci 0-100 pg/ml. Procedura testu jedno-
rodnego obejmuje dodanie pojedynczego odczynnika bezposrednio do
komoérek hodowanych w pozywce uzupelnionej surowicg. Dlatego po 24,
48 i 72 godzinach inkubacji z Au@RD NPs pozywka z hodowli komor-
kowej zostala usunieta i zastapiona §wiezo przygotowana peing pozywka
(50 pl na dotek) uzupelniona odczynnikiem CellTiter Blue (10 pl na do-
tek). Po 3 godzinach inkubacji w 37°C, w atmosferze 5% CO,, mierzono
fluorescencje za pomoca czytnika mikroptytek (TECAN Infinitive200).
Dlugos¢ fali wzbudzenia: 560 nm; dlugos¢ fali emisji: 590 nm. Komorki
bez Au@RD NPs stuzyly jako kontrola. Wyniki przedstawione w dalszej
cze$ci opracowania prezentujg $rednig zywotno$¢ komorek z 6-krotnych
powtorzen (6 studzienek na kazdy punkt pomiarowy) z trzech niezalez-
nych eksperymentéw dla kazdej linii komdrkowe;j.

Badanie uszkodzefi DNA na poziomie pojedynczej komérki - test kometowy

Test kometowy (ang. comet assay) polega na elektroforezie nukleoidéw
w zelu agarozowym i stuzy do wykrywania uszkodzenn DNA na poziomie
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pojedynczej komorki. Jesli doszto do uszkodzenia DNA w komorce,
wowczas po zastosowaniu alkalicznej lizy (pH > 13), a nastepnie elek-
troforezy, widoczny jest charakterystyczny obraz tzw. komety. ,,Ogon ko-
mety” odzwierciedla ilo$¢ uszkodzenn DNA wyrazong jako % uszkodzen
DNA w pojedynczej komorce.

W przeprowadzonych doswiadczeniach PBML komérki HL60 i A549
o gestosci 5 x 10°/ml inkubowano przez 1, 24 oraz 48 godzin z Au@RD
NPs w stezeniu 0-100 pg/ml. Nastepnie odwirowano je w PBS w warun-
kach: 4°C, 5 min, 230 x g (1200 rpm) i zawieszono w 50 pl PBS bez Ca?*
i Mg**. Do zawiesiny komoérek dodawano agaroze o obnizonej tempera-
turze topnienia (LMPA, ang. low melting point agarose), po czym nakta-
dano ja na wczesniej przygotowane szkietka podstawowe pokryte aga-
roza o normalnej temperaturze topnienia (NMPA, ang. normal melting
point agarose). Po zastygnieciu agarozy preparaty zanurzano w buforze
lizujacym (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1%
Triton X-100, pH = 10) na 16 godzin. Nastepnie prowadzono elektrofo-
reze przez 30 min przy napigciu 0,74 V/cm i natezeniu 300 mA. Po neu-
tralizacji (0,4 M Tris pH = 7,5) preparaty zanurzano na 5 min w zimnym
metanolu. Bezposrednio przed analizg szkietka inkubowano przez 5 min
w wodzie destylowanej oraz barwiono jodkiem propidyny (2,5 ug/ml).
Pomiaréw dokonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olym-
pus IX50. Analiza uszkodzen DNA zostala przeprowadzona w programie
Comet Assay 2.6 (Comet Plus, Theta System GmbH, Germany) okreslaja-
cym stopien uszkodzenia komoérek. Wszystkie eksperymenty wykonano
w trzech niezaleznych powtdrzeniach, a z kazdego preparatu analizowa-
no po 100 komoérek. W dalszej analizie postuzono sie % DNA zawartym
w ogonie komety reprezentujacym stopien uszkodzenia komorek.

Apoptoza - poziom aktywnosci kaspaz 3/7

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki, jest procesem zlozo-
nym, ktéry obejmuje kaskade molekularnych zdarzen doprowadzajacych
do powstania tzw. cial apoptotycznych, ktdre sg catkowicie przetwarzane
z udzialem lizosoméw komorek sgsiadujacych z degradowang komor-
ka lub przez makrofagi. Waznymi mediatorami apoptozy sa kaspazy,
ktére dzielimy na dwie grupy: inicjatorowe (kaspazy 2, 8, 9 i 10) oraz
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wykonawcze (kaspazy 3, 6 1 7). Oznaczenie aktywnosci kaspaz wykonaw-
czych jest jednym ze sposobow potwierdzenia, ze komoérka wchodzi na
droge apoptozy.

Aktywno$¢ kaspaz 3 1 7 mierzono za pomoca testu Caspase-Glo 3/7
(Promega, Madison, USA). Komoérki HL60 i A549 (2 x 10° na dotek)
wysiano na 12-dotkowych plytkach i wystawiono na dziatanie od 0 do
100 pg/ml Au@RD NP przez 24 i 48 godzin. Ekstrakty biatkowe (3 ug)
zmieszano z 50 pl odczynnika Caspase-Glo® 3/7 i umieszczono na biatych
96-dotkowych plytkach. Po 120 min inkubacji luminescencj¢ mierzono
za pomocg czytnika mikroplytek Infinite M200. Eksperymenty wykona-
no w trzech powtdrzeniach a pomiary w duplikatach dla kazdego punktu
pomiarowego. Srednig warto$¢ luminescencji dla kazdego stezenia Au@
RD NPs podzielono przez $rednig wartos¢ dla kontroli i przedstawiono
jako % kontroli (kontrola traktowana jako 100%).

Apoptoza - wizualizacja komorek apoptotycznych z uzyciem barwnika Hoechst
33342 i mikroskopii fluorescencyjne;

Zapomoca barwienia fluorescencyjnego mozliwe jest odréznienie komo-
rek prawidlowych od tych, ktére weszly w apoptoze. Na poziomie mor-
fologicznym komorki apoptotyczne wyraznie réznig sie od zdrowych:
widoczne jest formowanie charakterystycznych ciatek apoptotycznych -
struktur zawierajgcych organelle i fragmenty chromosomdw otoczonych
blong komoérkows, ktére po zastosowaniu barwnika fluorescencyjne-
go (lug/ml Hoechst 33342 w 3,7% paraformaldehydzie w PBS) jasno
$wiecg. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
Olympus IX50.

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej wynikéw testu kometowego dokonano w progra-
mie Statistica 12.0 (StatSoft Polska), uzywajac testu ANOVA popartego
analizg post-hoc Tukeya (HSD). Wyniki przedstawiono w postaci $red-
nich grupowych; stupki bledéw oznaczajg 1,96 SE (bledu standardowe-
go). Rdznice przy p < 0,05 przyjeto za istotne statystycznie. W przypadku
oceny zywotnosci oraz apoptozy zastosowano test ¢-studenta.
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Wyniki
Wptyw Au@RD NPs na zywotnos¢ limfocytow

W celu zbadania wplywu nanoczastek zlota z polifenolami rézy dama-
scenskiej na zywotno$¢ limfocytéw izolowanych z krwi zdrowych daw-
cow, komorki traktowano Au@RD NPs przez 1 i 24 godziny w zakresie
stezenn 0-100 pg/ml. Nie wykazano cytotoksycznego wptywu Au@RD
NPs na limfocyty ani istotnych statystycznie réznic pomiedzy czasem
inkubacji wynoszacym 1 i 24 godziny dla wszystkich badanych stezen.
Wyniki przedstawiono na rycinie 4.
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Rycina 4. Wptyw Au@RD NPs w zakresie stezent 0-100 pg/ml na zywotno$¢ limfocytow
pobranych od zdrowych dawcow

Wptyw Au@RD NPs na zywotnos¢ komérek A549 i HL60

W celu zbadania wplywu nanoczastek zlota z polifenolami rézy dama-
scenskiej na przezywalnos¢ komorek nowotworowych, linie komérkowe
A549 oraz HL60 traktowano Au@RD NPs przez 24, 48 1 72 godziny w za-
kresie stezen 0-100 ug/ml. Wyniki przedstawiono na rycinach 5 (komor-
ki A549) oraz 6 (komorki HL60).
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Rycina 5. Wptyw Au@RD NPs w zakresie stezeft 0-100 pg/ml na zywotno$¢ komérek A549 po
24, 481 72 godzinach inkubacji. * - istotno$¢ statystyczna (p < 0,05) w stosunku do kontroli (0)
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Rycina 6. Wptyw Au@RD NPs w zakresie stezet 0-100 pg/ml na zywotno$¢ komorek HL6O po
24, 481 72 godzinach inkubacji. * - istotnos¢ statystyczna (p < 0,05) w stosunku do kontroli (0)

Wykazano, ze wraz ze wzrostem czasu inkubacji i stezenia Au@RD
NPs zmniejsza si¢ odsetek komoérek zywych, co bylo szczegdlnie widocz-
ne przy najwyzszym zastosowanym stezeniu 100 ug/ml. Ponadto ko-
morki biataczkowe HL60 wykazaly wigksza wrazliwo$¢ na zastosowany
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zwiazek, co skutkowalo obnizeniem odsetka komoérek zywych o 35%
przy najwyzszym stezeniu po 72 godzinach inkubacji w poréwnaniu do
komorek A549.

Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w limfocytach

W limfocytach izolowanych od zdrowych dawcéw nie wykazano istot-
nych statystycznie uszkodzen DNA w zakresie stosowanych stezen
0-100 pg/ml Au@RD NPs, nawet wydluzajac czas inkubacji do 48 go-
dzin. Wyniki przedstawiono na rycinach 7 oraz 8a i 8b.
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Rycina 7. Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w limfocytach izolowanych od zdrowych
dawcow. Komérki inkubowano z Au@RD NPs w zakresie stezefi 0~100 pg/ml
przez 1, 24 i 48 godzin. Eksperyment powtdrzono w trzech niezaleznych doswiadczeniach
na komorkach izolowanych od 3 réznych dawcow
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Rycina 8. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie 100x) przedstawiajacy:
(8a) uszkodzenia DNA w limfocytach kontrolnych (nietraktowanych Au@RD NPs) oraz
(8b) po 48 godzinach inkubacji z Au@RD NPs w stezeniu 100 pg/ml. Na obu rycinach
brak charakterystycznego ,ogona” komety odpowiadajacego stopniowi uszkodzenia DNA
w pojedynczej komérce

Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w komérkach A549 i HL60

Wykazano, ze Au@RD NPs w zakresie stosowanych stezent 0-100 pg/ml
indukuje istotne statystycznie uszkodzenia DNA w sposob zalezny od
dawki i czasu inkubacji. Wyniki przestawiono na rycinach 9, 10a i 10b
dla linii komoérkowej A549 oraz na rycinach 11, 12ai 12b dla linii komor-
kowej HL60. Komorki bialaczkowe HL60 wykazaly wieksza wrazliwosé
na zastosowane nanoczastki ztota z polifenolami rézy w poréwnaniu do
komorek raka pluc A549, co manifestowalo si¢ wigkszym poziomem
uszkodzen DNA - 37% dla HL60 vs 26% dla A549.
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Rycina 9. Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w komérkach linii A549 po 24-
i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezefh 0100 ug/ml. Wyniki reprezentuja
Srednie wartosci z trzech niezaleznych eksperymentéw. * — oznaczono réznice istotne statystycznie
(p < 0,05) wzgledem préby kontrolnej (0)

Rycina 10. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie 100x) przedstawiajacy:
(10a) uszkodzenia DNA w komérkach A549 kontrolnych (metraktowanych Au@RD NPs) oraz
(10b) po 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w stezeniu 100 pg/ml. Widoczny na obrazie

charakterystyczny ,ogon” komety odpowiada stopniowi uszkodzenia DNA w pojedynczej komorce
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Rycina 11. Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w komérkach linii HL60
po 24- i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezefi 0~100 pg/ml. Wyniki
reprezentuja $rednie wartosci z trzech niezaleznych eksperymentow. * - oznaczono roznice istotne
statystycznie (p < 0,05) wzgledem préby kontrolnej (0

Rycina 12. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie 100x) przedstawiajacy: (12a)
uszkodzenia DNA w komérkach HL60 kontrolnych (nietraktowanych Au@RD NPs) oraz (12b) po
48-godzinne] inkubacji z Au@RD NPs w stezeniu 100 pg/ml

Apoptoza - aktywnos¢ kaspaz 3/7 oraz formowanie ciatek apoptotycznych

Wykazano, ze 48-godzinna inkubacja komérek A549 z Au@RD NPs
w stezeniach 50 i 100 pg/ml powoduje istotny statystycznie wzrost aktyw-
nosci kaspaz efektorowych 3 i 7, ktore to kaspazy sa decydujacymi media-
torami procesu apoptozy. Wyniki przedstawiono na rycinie 13. Podob-
ny, ale duzo silniejszy efekt zaobserwowano dla komoérek biataczkowych
HL60. Po 48 godzinach inkubacji ze 100 ug/ml Au@RD NPs aktywno$¢
kaspaz 3/7 wzrastala o ponad 250% w poréwnaniu do kontroli - wyniki
przedstawiono na rycinie 14.
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Rycina 13. Wptyw Au@RD NPs na aktywnos¢ kaspaz 3/7 w komérkach linii A549 po 24-

i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezeft 0-100 pg/ml. * - réznice istotne
statystycznie (p < 0,05) wzgledem préby kontrolnej (0). Eksperymenty wykonano w trzech
powtérzeniach a pomiary w duplikatach dla kazdego punktu pomiarowego. Srednig wartos¢
luminescencji dla kazdego stezenia Au@RD NPs podzielono przez Srednig wartos¢ dla kontroli
i przedstawiono jako % kontroli (kontrola traktowana jako 100%)
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Rycina 14. Wptyw Au@RD NPs na aktywnos¢ kaspaz 3/7 w komérkach linii HL60 po 24-

i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezef 0-100 pg/ml. * - réznice istotne
statystycznie (p < 0,05) wzgledem proby kontrolnej (0). Eksperymenty wykonano w trzech
powtorzeniach a pomiary w duplikatach dla kazdego punktu pomiarowego. Srednig wartos¢
luminescencji dla kazdego stezenia Au@RD NPs podzielono przez Srednig wartos¢ dla kontroli
i przedstawiono jako % kontroli (kontrola traktowana jako 100%)
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Na poziomie morfologicznym réwniez potwierdzono, ze komorki
nowotworowe A549 i HL60 po traktowaniu przez 48 godzin Au@RD
NPs w stezeniu 100 pg/ml weszly na droge apoptozy. Zaobserwowano
kondensacje chromatyny i tworzenie cialek apoptotycznych, ktére po za-
stosowaniu barwnika Hoechst 33342 wykazywaly intensywna niebieska
fluorescencje, co przedstawiono na rycinie 15a i 15b.

Rycina 15. Przyktadowe zdjecie (15a) komorek A549 oraz (15b) komorek HL6O wybarwionych
Hoechst 33342. Strzatkami zaznaczono intensywnie $wiecace ciatka apoptotyczne. Zdjecie
wykonano przy pomocy mikroskopu epifluorescencyjnego Olympus IX50 stosujac powiekszenie
obiektywu 20x i uzywajac aparatu fotograficznego Nikon D5000

Dyskusja

W ostatnich latach coraz czesciej poszukuje si¢ nowych sposobow lecze-
nia nowotworéw. Oprécz standardowo stosowanych chemioterapii, hor-
monoterapii czy radioterapii, czesto skojarzonych ze skltadnikami aktyw-
nymi pochodzacymi z roélin, stosuje si¢ rowniez terapie fototermiczng
czy fotodynamiczng. Szczegdlnie duzym zainteresowaniem w zwalczaniu
nowotworéw ciesza si¢ réznego rodzaju nanomaterialy, w tym nano-
czastki metali, np. zlota.

Nanoczastki ztota w poréwnaniu z innymi metalami charakteryzuja
sie wyjatkowymi wladciwosciami fizycznymi, chemicznymi, biologiczny-
mi [Fraga i wsp. 2013, Shah i wsp. 2014, Jeong i wsp. 2014]. Rozmiary
nanoczastek, ich morfologia oraz sposéb funkcjonalizacji powierzchni
decyduja w gléwnej mierze o ich szeroko pojetej aktywnosci i mozliwo-
$ciach aplikacyjnych, w tym diagnostycznych i terapeutycznych. Wyso-
kie powinowactwo do komorek nowotworowych, fatwo$¢ modyfikacji
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powierzchni oraz specjalne wlasciwosci optyczne stwarzajg podstawy do
ich efektywnego wykorzystania jako wektorow do docelowej terapii prze-
ciwnowotworowej [Shah i wsp. 2014, Jeong i wsp. 2014].

Obecnie coraz wiecej uwagi poswieca sie poszukiwaniu biokompaty-
bilnych i biodegradowalnych nanomateriatéw syntetyzowanych na bazie
metabolitéw roslinnych. Dlatego celem badan byla ekologiczna i kontro-
lowana synteza nanoczastek ztota z zastosowaniem ekstraktu z r6zy dama-
scenskiej. Synteza nanoczastek Au@RD zostala zrealizowana za pomoca
prostej procedury opartej na redukeji kwasu tetrachloroztotowego(III)
wodnym roztworem ekstraktu z r6zy damascenskiej. Tak otrzymane mo-
nodyspersyjne nanoczastki zlota posiadaly rozmiar okolo 20 nm oraz
byty stabilne przez ponad rok w pH = 3,5. Przeprowadzona charaktery-
styka ekstraktu wykorzystywanego do syntezy wykazala duza zawartos¢
polifenoli (0,853 + 0,003 mg/ml), flawonoidéw (0,156 + 0,004 mg/ml),
cukréw redukujacych (0,954 + 0,006 mg/ml) oraz wysoka aktywno$¢ an-
tyoksydacyjna (86,5 + 0,4%) [Kyziot i wsp. 2021]. Réwniez inne grupy
badawcze stosowaly ekstrakty roslinne w syntezie nanoczastek zlota, np.
Ghoreishi i wsp. [2019] stosujac wyciag z kwiatéw rézy damascenskiej
uzyskali nanoczgstki ztota o $rednicy ponizej 20 nm. Ponadto Dubey
i wsp. [2010] wykazali synteze heksagonalnych nanoczastek Au ze $red-
nig wielkoscig 11 nm przy zastosowaniu ekstraktu z lisci Rosa rugosa.
Przy pomocy ekstraktéw roslinnych Nadagouda i wsp. [2014] uzyskali
nanoczaski o rozmiarach od 20 do nawet 500 nm, w zaleznosci od zasto-
sowanego ekstraktu z jagdd, jezyn, granatéw i kurkumy. Wskazuje to na
zupelnie inny potencjal redukcji/stabilizacji ekstraktow pochodzacych
z roznych zrédet biologicznych. Wiadomo, Ze bogate w przeciwutlenia-
cze ekstrakty rodlinne sg zdolne do redukcji jonéw metali i stabilizacji
generowanych nanoczastek metalicznych. Jednak wcigz nie wskazano
jednoznacznie, ktéra grupa zwigzkow aktywnych pochodzenia roslinne-
go jest odpowiedzialna za te procesy i decydujaco wplywa na rozmiary
i ksztalty otrzymywanych nanoczastek. Cho¢ wielu naukowcow probu-
je wyjasni¢ mechanizm redukcji jonéw metali z wykorzystaniem poje-
dynczych czasteczek bedacych skladnikami ekstraktéw roslinnych, to
wcigz mechanizm ten nie jest w pelni poznany. Warto jednak zauwazy¢,
ze zastosowana tzw. zielona synteza pozwala, aby powstale nanoczast-
ki z powlokami antyoksydacyjnymi (bogatymi takze w wiele innych
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makroczasteczek pochodzacych z ekstraktow roslinnych) mogly by¢ po-
tencjalnie stosowane w terapiach chemoprewencyjnych, dostarczajacych
niezbednych przeciwutleniaczy oraz/i zwigzkéw o charakterze przeciw-
nowotworowym [Wang, Ding i wsp. 2016, Ma i wsp. 2017].

Aktywnos¢ biologiczna in vitro Au@RD NPs

Nanoczastki zlota sg intensywnie badane w wielu dziedzinach biome-
dycznych, nie tylko jako indywidualne $rodki, ale takze jako no$niki
lekéw o doskonalej stabilnosci [Hu i wsp. 2016] i duzej biozgodnosci
(niska toksycznos$¢ i immunogennos¢) w szerokim zakresie ich rozmia-
réw (30-200 nm) [Wozniak i wsp. 2017, Sun i wsp. 2014]. Co ciekawe,
poniewaz ich powierzchni¢ mozna fatwo sfunkcjonalizowa¢ za pomoca
wielu czasteczek, w tym chemioterapeutykow, oligonukleotydéw czy bia-
tek, uzyskana w taki sposdb aktywno$¢ moze by¢ calkowicie zmieniona.
Na przykiad nanoczastki ztota modyfikowane kwercetyng, flawonoidem
wystepujacym w wielu réznych roélinach i sktadnikach diety czlowieka,
wykazywaly selektywne dzialanie antyproliferacyjne i przeciwnowotwo-
rowe w stosunku do réznych ludzkich linii nowotworowych [Salehi i wsp.
2020]. To wiasnie polifenole s3 prawdopodobnie jedng z najczesciej ba-
danych klas zwiagzkéw naturalnych, poniewaz wykazuja szerokie spek-
trum wlasciwosci farmakologicznych, w tym dzialanie chemoprotekeyj-
ne i chemioterapeutyczne [Kalim i wsp. 2010, Avtanski i Poretsky 2018,
Mahboubi 2015, Begum i wsp. 2009].

W naszym przypadku oceniano aktywnos¢ cytotoksyczng nanoczg-
stek Au@RD NPs in vitro wobec komoérek prawidlowych - limfocytow
krwi obwodowej, oraz wzgledem dwdch linii komdrek nowotworowych:
ostrej bialaczki promielocytowej (HL60) i ludzkiego gruczolakoraka ptuc
(A549). Nie wykazano aktywnosci cytotoksycznej wzgledem komorek
prawidlowych nawet po 24 godzinach inkubacji z Au@RD NPs w zakresie
stezenn 0-100 ug/ml. Natomiast w przypadku komoérek nowotworowych
A549 i HL60 traktowanych tym samym zakresem stezenn Au@RD NPs
przez 24, 48 i 72 godziny wykazano selektywng cytotoksycznos$¢ zalezng
od czasu inkubacji, stezenia i linii komdrkowej. Spadek przezywalnosci
komorek A549 nie jest bardzo znaczacy, np. po 72 godzinach przy naj-
wyzszym badanym stezeniu Au@RD NPs ich zywotno$¢ zmniejszyta sie
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o okoto 22%, podczas gdy zywotnosé¢ komoérek HL60 byla wtedy zmniej-
szona o okolo 33%. Zatem mozna stwierdzi¢, ze komorki ostrej bialaczki
sg bardziej wrazliwe na Au@RD NPs niz komoérki nowotworu pluc ana-
lizowane w ramach tego samego testu, stezenia i czaséw inkubacji. Aby
uzyskac lepszy wglad w mechanizm cytotoksycznosci indukowanej przez
Au@RD NPs postawiono pytanie, czy nanoczastki ztota z polifenolami
rézy powodujg uszkodzenia DNA w badanych komoérkach. W tym celu
zastosowano test kometowy. W przypadku komoérek prawidtowych nie
zaobserwowano uszkodzen DNA nawet po 48 godzinach inkubacji z 100
pg/ml Au@RD NPs, podczas gdy uszkodzenia DNA wykazano w obu li-
niach nowotworowych. Okreslony poziom uszkodzenia DNA w ogonach
komet byl znacznie wyzszy dla komérek HL60 niz dla komodrek A549.
W przypadku komoérek A549 uszkodzenia DNA byly widoczne po 24 go-
dzinach przy wyzszych stezeniach Au@RD NPs, ale nie wzrastaly z cza-
sem inkubacji. Co wazne, oznaczony poziom uszkodzen DNA dla komé-
rek HL60 byt wiekszy niz dla komérek A549 i rést z czasem inkubacji,
co daje zgodne wyniki z analizowang przezywalnoscig komoérek. Réznica
we wrazliwo$ci komoérek moze by¢ zwigzana z réznicami w proporcji ko-
morek w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego lub rézng aktyw-
noscig topoizomerazy II pomiedzy tymi liniami. Biatko naprawy DNA -
polimeraza 1 poli[adenozynodifosforanu (ADP)-rybozy] (PARP1) - ma
tendencje do silnej ekspresji w nowotworach pluc, co moze odpowiadaé
za mniejszg wrazliwo$¢ komorek niedrobnokomoérkowego raka ptuc na
uszkodzenia DNA indukowane Au@RD w poréwnaniu do komorek bia-
taczkowych. Badania przeprowadzone na obu liniach nowotworowych
sugeruja, ze Au@RD NPs stosowane w wyzszych dawkach (100 pg/ml)
moga w znaczny sposob przyczynia¢ si¢ do eliminacji komoérek nowo-
tworowych, a jednoczesnie nie generowac cyto- i genotoksycznosci wo-
bec prawidlowych limfocytow krwi. Jest to o tyle wazne, ze bardzo czesto
chemioterapeutyki stosowane w tradycyjnym leczeniu nowotworéw wy-
kazuja dziatania uboczne w stosunku do komoérek prawidlowych, takie
jak: mielosupresja, indukcja uszkodzenn DNA poprzez hamowanie topo-
izomerazy II czy generowanie wolnych rodnikéw [Cierniak i wsp. 2018].
Zastosowane przez nas Au@RD NPs nie prowadzg do $mierci komoérko-
wej i nie uszkadzaja komorek prawidtowych, w szczegolnosci tych tak
waznych z punktu widzenia odpornosci limfocytow.
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Apoptoza jest kaskadg zdarzen molekularnych prowadzacych do eli-
minacji komorek. Sprzyja utrzymaniu ich stalej liczby w tkankach i na-
rzadach, a jednocze$nie jest kluczowym procesem w eliminacji komo-
rek nowotworowych. Podczas tego procesu dochodzi do kondensacji
chromatyny, fragmentacji DNA oraz formowania ciatek apoptotycznych.
Gléwnymi enzymami zaangazowanymi w proces apoptozy s kaspazy:
inicjatorowe i wykonawcze. Kaspazy wykonawcze mogg aktywowac inne
proteazy, trawi¢ docelowe biatka (np. laminy jadrowe) oraz aktywowac
DNAzy powodujgc ich nieodwracalny rozpad [Sharifi i wsp. 2012, Sabella
i wsp. 2014]. Dlatego oznaczenie aktywnosci kaspaz 3/7 jest jednym ze
sposobdw potwierdzenia, ze komoérka wchodzi na droge apoptozy. Apop-
toze mozna réwniez potwierdzi¢ wizualizujac cialka apoptotyczne za po-
moca mikroskopii fluorescencyjnej. W naszych badaniach wykazali$my,
ze Au@RD NPs moga kierowa¢ komoérki nowotworowe na droge apop-
tozy poprzez zwigkszenie aktywnosci kaspaz efektorowych 3/7 0 38% dla
komorek A549 i az 0 268% dla komoérek HL60.

Apoptoze w komérkach nowotworowych indukujg zaréwno polife-
nole [Sharma i wsp. 2018, Abbaszadeh i wsp. 2020], w tym polifenole
obecne w ekstraktach z rézy damascenskiej [Al-Ogqail i wsp. 2021], jak
i same nanoczastki ztota [Sun i wsp. 2018]. Réwniez wiele badan, w kto-
rych otrzymano nanoczastki ztota skoniugowane z polifenolami, np.
kwercetyng [Balakrishnan i wsp. 2017], wykazuje, ze takie biohybrydowe
materialy indukuja apoptoz¢ w komoérkach nowotworu piersi z reswera-
trolem w komoérkach nowotworu watroby [Zhang, Zhang i wsp. 2019]
lub z polifenoalmi z lisci Abutilon indicu (roéliny z rodziny $lazowatych)
w komérkach nowotworu jelita grubego [Mata i wsp. 2016].

Jak wynika z naszych badan oraz z doniesienn innych naukowcow,
synteza nanoczastek zlota z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych jest
obiecujacg strategia w kierunku poszukiwania nowych sposobow lecze-
nia nowotworéw, taczaca dwa rozne skladniki o szerokim potencjale te-
rapeutycznym - nanoczastki zlota i ekstrakty roslinne. Podsumowujac,
wszystkie otrzymane przez nas wyniki dla komérek nowotworowych
wskazuja, ze to komorki biataczkowe HL60 wydaja sie by¢ docelowymi
komoérkami w dalszych badaniach nad terapeutycznym zastosowaniem
Au@RD NPs wykazujac wieksza wrazliwo$¢ na zastosowane nanoczastki.
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Whioski

Wodny ekstrakt z rézy damascenskiej jest dobrym czynnikiem reduku-
jacym i stabilizujgcym, pozwalajagcym otrzymac stabilne i powierzch-
niowo sfunkcjonalizowane nanoczastki zlota metoda ekologicznej, wy-
dajnej i kontrolowanej syntezy. Otrzymane Au@RD NPs nie indukuja
cyto- i genotoksycznosci w stosunku do komoérek prawidtowych - lim-
focytéw, jednoczesnie wykazujac selektywna cyto- i genotoksycznos¢
wzgledem dwdch badanych linii nowotworowych (rak ptuca - A549
i biataczka, tj. HL60). Ponadto te hybrydowe nanomaterialy sa zdol-
ne do indukowania apoptozy w komdrkach nowotworowych. Wstepne
wyniki aktualnie prowadzonych badan wypadaja bardzo obiecujaco,
jednak wymagaja dalszego potwierdzenia skutecznosci i bezpieczen-
stwa stosowanych materiatéw, tak wobec komdrek prawidlowych, jak
i nowotworowych.
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czy 26/2018 ,Synteza nanoczastek zlota z wykorzystaniem polifenoli
roélinnych jako potencjalnych zwigzkéw o charakterze przeciwnowo-
tworowym”.



Rycina 16. Piwonia chinska (Paeonia lactiflora).
Fot. Matgorzata Kalemba-Drozdz
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Streszczenie

Badania naukowe pokazuja, ze receptura ziotowa LCS101 stanowi obiecujacy $rodek
mogacy znalez¢ szerokie zastosowanie w leczeniu przeciwnowotworowym. Mieszan-
ka ta, sktadajaca sie z 14 ziét dobranych w oparciu o zasady medycyny chinskiej, nie
koliduje z lekami przeciwnowotworowymi i moze by¢ stosowana razem z radio- lub
chemioterapia. Aktywnosc¢ cytotoksyczng LCS101 wykazano dla réznych linii komérek
nowotworowych. Jednoczesnie formulacja ta nie wykazuje podobnych wiasciwosci
w zdrowych komérkach. Ponadto LCS101 chroni komérki nienowotworowe przed
$miercig indukowang przez chemioterapeutyki i rownocze$nie wzmacnia dziatanie
przeciwnowotworowe chemioterapeutyku w komoérce nowotworowej. W badaniach
klinicznych leczenie LCS101 prowadzito do zmniejszenia czestosci wystepowania leu-
kopenii, neutropenii oraz anemii wywotanych chemioterapia. LCS101 wykazuje réw-
niez wtasciwosci immunomodulacyjne. W praktyce klinicznej stwierdzono, ze recep-
tura LCS101 jest bezpieczna i dobrze tolerowana przez pacjentow.

Stowa kluczowe: LCS101; medycyna integracyjna; nowotwory; terapia antynowo-
tworowa
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Abstract

The botanical compound LCS101 and its role in anticancer therapy

Studies show the botanical compound LCS101 as the promising agent for anticancer
treatment. The LCS101 formula consists of 14 herbs prepared based on the principles
of Chinese medicine. It does not interfere with anticancer agents and can be used
along with radio- or chemotherapy. The cytotoxic activity of LCS101 has been shown
for various cancer cell lines. In parallel the formula does not show similar properties
in normal cells. Moreover, LCS101 protects non-tumor cells from death induced by
chemotherapeutics and simultaneously enhances the anti-cancer effects of chem-
otherapeutics in cancer cells. In clinical studies, treatment with LCS101 led to a re-
duced incidence of chemotherapy-induced leukopenia, neutropenia and anemia. The
LCS101 has also an immunomodaulatory effect. In clinical practice LCS101 was found
to be both safe and well-tolerated by patients.

Key words: LCS101; integrative medicine; cancer; anti-cancer therapy

Wprowadzenie

Z raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia [WHO 2020] wynika, ze po-
nad 15% wszystkich zgonéw na $wiecie powodowanych jest przez nowo-
twory. Choroba nowotworowa bedaca w swej naturze kompleksowym,
wielokierunkowym zaburzeniem stanowi powazne wyzwanie dla wspét-
czesnej nauki. Niestety, pomimo coraz wigkszych funduszy przeznacza-
nych na walke z ta chorobg, zapadalno$¢ na nig zwieksza si¢ z roku na
rok. Z czego moze to wynikac¢? Z jednej strony wplyw na taka sytuacje
ma na pewno coraz czestsza i dokladniejsza diagnostyka prowadzaca do
zwiekszenia wykrywalnosci zachorowan, jednocze$nie przyczyniajaca sie
do podniesienia statystyki zapadalnosci. Z drugiej jednak strony musi-
my pamietaé, Ze Zyjemy w starzejacym sie spoleczenstwie, w warunkach
nasilajacego sie zanieczyszczenia srodowiska, a tryb Zycia - szczegélnie
w krajach wysokorozwinietych - coraz bardziej przyspiesza. Wszystkie
powyzsze kwestie wzigte razem pod uwage przyczyniaja si¢ do generowa-
nia coraz wigkszego stresu, z ktérym wielokrotnie nie jesteSmy w stanie
sobie dobrze radzi¢, co z kolei prowadzi do zaburzen funkcjonowania
organizmu na poziomie psychicznym, emocjonalnym oraz fizycznym,
w konsekwencji powodujac uaktywnienie proceséw nowotworzenia.
Pomimo ze wiedza dotyczaca choréb nowotworowych jest z roku na
rok coraz glebsza oraz pozwala na wdrazanie nowoczesnych terapii, cze-
sto personalizowanych, to wcigz w wielu przypadkach preznie rozwija-
jaca sie onkologia pozostaje bezradna. Chociaz obecnie dostepnych jest
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wiele nowatorskich metod terapeutycznych, to kluczowe techniki (chi-
rurgia, radio- i chemioterapia) nadal pozostaja niezmienne. Zazwyczaj s3
to dziatania bardzo drogie, inwazyjne, ktére znacznie obnizajg jako$¢ zy-
cia pacjentéw poprzez ucigzliwe skutki uboczne, trudne do zniesienia za-
biegi i koniecznos¢ powtarzania leczenia. Znaczace jest takze obcigzenie
psychiczne towarzyszace chorym osobom. Niestety medycyna klasyczna,
ktdra sprawdza si¢ $wietnie w leczeniu choroéb ostrych czy w naglych wy-
padkach, w przypadku choréb przewleklych czy nowotworowych czgsto
pozostaje bezradna. Pacjenci w takiej sytuacji nierzadko szukaja pomocy
wérdd alternatywnych metod leczenia. Niestety rownie czesto podejmu-
ja sie prob samoleczenia, co moze przynie$¢ wrecz przeciwstawny efekt,
bowiem l3gczenie ze sobg terapii w sposdb niekontrolowany, bez nalezy-
tej wiedzy nie zawsze prowadzi do osiggniecia pozadanego celu. I tutaj
pojawia si¢ mozliwo$¢ zastosowania medycyny integracyjnej stanowiacej
polaczenie pomiedzy medycynag klasyczna (zachodnig) a alternatywnymi
sposobami leczenia o udowodnionej naukowo skutecznosci, reprezento-
wanymi m.in. przez medycyne wschodnia, ktérej przedstawicielem jest
tradycyjna medycyna chinska (TCM, ang. traditional Chinese medicine).
Choroba nowotworowa to dolegliwos¢ systemowa, dlatego warto w jej
leczeniu dziata¢ kompleksowo, zapewniajac zindywidualizowane, holi-
styczne podejscie do pacjenta.

W niniejszym rozdziale skupiono si¢ na zaprezentowaniu mieszan-
ki ziotowej LCS101 i jej roli w terapii antynowotworowej. Receptura
ta sklada si¢ z suchych, sproszkowanych ekstraktow 14 zidt (Astraga-
lus membranaceus, Poria cocos, Atractylodes macrocephala, Lycium chi-
nense, Ligustrum lucidum, Paeonia lactiflora (rycina 16, s. 39), Paeonia
obovata, Citrus reticulata, Ophiopogon japonicus, Millettia reticulata,
Oldenlandia diffusa, Scutellaria barbata, Prunella vulgaris, Glehnia lit-
toralis) dobranych zgodnie z zasadami medycyny chinskiej. Wszystkie
wykorzystane w tej mieszance ziola s3 uwazane za bezpieczne do spo-
zycia i zostaly wyprodukowane, importowane, przeanalizowane i cer-
tyfikowane zgodnie z przepisami izraelskiego Ministerstwa Zdrowia
[Maimon i wsp. 2018]. Nie zakldcaja one dziatania lekéw przeciwnowo-
tworowych, co oznacza, Ze nie zmieniajg ich farmakodynamiki ani far-
makokinetyki oraz biodostgpnosci [Maimon i wsp. 2018, Rachmut i wsp.
2013, Yaal-Hahoshen i wsp. 2011]. W badaniach naukowych pokazano
wplyw receptury LCS101 na uklad odpornosciowy, wybidrcze dziatanie
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przeciwnowotworowe i ochronne, a takze bezpieczenstwo jej stosowania,
szczegllnie podczas konwencjonalnych zabiegéw onkologicznych. Dlate-
go tez preparat ten moze by¢ jednoczesnie stosowany razem z radio- lub
chemioterapia [Yaal-Hahoshen i wsp. 2011, Cohen i wsp. 2015, Samuels
i wsp. 2013, Cohen i wsp. 2019].

LCS101 - efekt cytotoksyczny

Dziatanie przeciwnowotworowe zostato udowodnione dla 8 zi6t wcho-
dzacych w sklad receptury LCS101 (Astragalus membranaceus, Atractylo-
des macrocephala, Citrus reticulata, Ligustrum lucidum, Oldenlandia dif-
fusa, Paeonia lactiflora, Prunella vulgaris, Scutellaria barbata) [Maimon
i wsp. 2018, Cohen i wsp. 2015]. Badania naukowe in vitro obejmujace
eksperymenty prowadzone przy wykorzystaniu kompletnej mieszanki
LCS101 wskazujg na jej aktywnos¢ przeciwnowotworowa w liniach ko-
morkowych stanowigcych modele in vitro konkretnych nowotwordw.
Wykorzystujac klasyczne testy pozwalajace oszacowaé zywotnos¢ komo-
rek, antynowotworowe dzialanie LCS101 obserwowano w liniach nowo-
tworu piersi (MCF7, MDA-MB-231, MDA-453 i T47D) [Cohen i wsp.
2015, Maimon i wsp. 2010], jelita grubego (HCT116) i prostaty (PC-3,
DU-145). Wykazano réwniez, ze cytotoksyczny efekt mieszanki LCS101
byt wysoce selektywny i ograniczal si¢ tylko do komdrek zmienionych
nowotworowo, pozostajac bez wplywu na nienowotworowe, zdrowe
komorki nabtonkowe piersi (MCF10A) oraz prostaty (EP#2) [Maimon
i wsp. 2018, Rachmut i wsp. 2013]. W badaniach prowadzonych w Zakta-
dzie Biochemii Fizycznej UJ zaobserwowaliémy podobne efekty w liniach
komorek HL60 - ostra bialaczka promielocytowa, oraz A549 - ludzki
gruczolakorak ptuc (wyniki niepublikowane).

LCS101 - efekt protekcyjny

Kolejng niezwykle wazng cechg zwigzang ze stosowaniem mieszan-
ki ziolowej LCS101 jest jej dzialanie protekcyjne. Okazuje si¢ bowiem,
ze mieszanka ta uzywana wraz z chemioterapig chroni zdrowe komor-
ki przed uszkodzeniem indukowanym chemioterapeutykami, jedno-
cze$nie wzmacniajgc efekty dzialania chemioterapeutyku w komorce
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nowotworowej. Badania dotyczace powyzszego aspektu opublikowano
w 2015 roku [Cohen i wsp. 2015], a efekty obserwowano w liniach ko-
moérkowych MDA-MB-231 oraz MCF7 bedacych modelem in vitro no-
wotworu piersi; kontrole stanowily nienowotworowe, zdrowe komorki
pochodzace z gruczolu piersiowego - linia komérkowa MCF10A. Wy-
niki uzyskano w eksperymencie, w ktérym wyzej wymienione rodzaje
komoérek inkubowano z chemioterapeutykami, odpowiednio 5-fluoro-
uracylem lub doksorubicyng, przy jednoczesnej obecnosci mieszanki
ziolowej LCS101 lub jej braku. Cytotoksycznos¢ oszacowano na podsta-
wie testow zywotno$ci komdrek oraz badan mikroskopowych. Uzyskane
wyniki potwierdzono w doswiadczeniach przeprowadzonych przy wy-
korzystaniu cytometrii przeptywowej i wykazano brak indukowanej do-
ksorubicyng apoptozy w nienowotworowych komdrkach nabtonkowych
MCF-10A przy rownoczesnym stosowaniu LCS101, co jednoznacznie
wskazuje na protekcyjne dzialanie formulacji. Jednoczesnie, podobnie
jak wyzej, w tym do$wiadczeniu udowodniono cytotoksyczne dziatanie
mieszanki w liniach nowotworowych, a obserwowany efekt byt wzmoc-
niony w obecnosci obydwu preparatéw (LCS101 wraz z doksorubicyna)
w probkach. Ponadto wykazano, ze ekspozycja komorek nowotworo-
wych na LCS101 indukuje w niektorych liniach proces apoptozy, cho¢
w wigkszosci komorki umieraty w procesie nekrozy, a cytotoksycznos¢
indukowana przez LCS101 korelowata ze zmniejszonym poziomem poli-
merazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1) [Cohen i wsp. 2015].

LCS101 - efekt immunomodulacyjny

Rola uktadu immunologicznego w patogenezie oraz terapii nowotwo-
réw jest ogromna i bardzo dobrze udokumentowana [Benitez-Bribiesca
i wsp. 2001, Takanami i wsp. 2000, Imada i wsp. 2000]. W badaniach na-
ukowych wykazano takze immunomodulacyjne dzialanie poszczegdl-
nych skfadnikéw receptury LCS101, ktére uwaza sie za istotne w terapii
antynowotworowej. Podobne efekty zaobserwowano réwniez w bada-
niach prowadzonych przy udziale kompleksowej mieszanki LCS101.
In vivo, w modelu mysim, doroste osobniki szczepu Balb/c traktowane
srodkami chemioterapeutycznymi (doksorubicyng lub 5-fluoroura-
cylem) eksponowano na dzialanie formulacji LCS101. Stwierdzono,
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ze mieszanka LCS101 zwieksza proliferacje mysich limfocytéw T $le-
dziony, co zmierzono testem wbudowywania 3H-tymidyny. Ponadto
obserwowano powrét — zmniejszonego w wyniku podania 5-fluoroura-
cylu - poziomu IFN-y do stanu sprzed podania chemioterapeutykéw.
W przypadku podan doksorubicyny poziom IFN-y nie ulegal zmia-
nie, natomiast po ekspozycji na LCS101 poziom ten znaczgco wzrastal
[Rachmut i wsp. 2013]. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze wytwarzanie IFN-y
jest indukowane przez komoérki T, komérki NK oraz makrofagi i odgry-
wa istotng role w hamowaniu wzrostu guza, promowaniu odpowiedzi
immunologicznej Th1 i réznicowaniu cytotoksycznych komdrek NKiT.
Myszy pozbawione IFN-y nie s3 w stanie utrzymywaé homeostazy
w tkankach, co skutkuje przewleklym stanem zapalnym oraz koreluje
ze zwigkszong czestoscia wystepowania nowotworéw hematologicz-
nych i guzoéw litych [Enzler i wsp. 2003].

W badaniach ex vivo préobki krwi pobrane od zdrowych ochotnikéw
poddano dzialaniu mieszanki LCS101 (kontrole pozytywna stanowity
probki inkubowane z IL-2). Po 24 godzinach ekspozycji na LCS101 wy-
kazano zalezny od stosowanej dawki wzrost poziomu aktywowanych ko-
morek NK (oszacowany na podstawie ekspresji markera aktywacji CD69
na populacji komoérek NK) do 18% (dawka 200 pg/ml), w odniesieniu do
12% uzyskanych dla kontroli pozytywnej oraz 2% dla probek niestymu-
lowanych [Rachmut i wsp. 2013].

W badaniach in vitro prowadzonych na komérkach RAW264.7 (ang.
mouse murine macrophage cell line) wykazano ponad 100-krotny wzrost
sekrecji TNF-a w nastepstwie ekspozycji na mieszanke LCS101 [Rach-
mut i wsp. 2013]. TNF-a, bedac silng cytoking przeciwnowotworowsa,
wzmaga aktywnos¢ makrofagéw, komorek NK i cytotoksycznych komo-
rek T [Sabel i wsp. 2007]. Badania na komérkach RAW264.7 prowadzo-
no rowniez w naszym laboratorium, gdzie wykazano aktywacje wspo-
mnianych komoérek w nastepstwie ekspozycji na mieszanke LCS101.
Ponadto, podobnie jak opisano wyzej, zaobserwowano wzrost sekrecji
TNF-aq, a takze inhibitora czynnika NFkB. Nie obserwowano natomiast
réznic w ekspresji IL-6. Dodatkowo wykazano wpltyw LCS101 na ak-
tywnos¢ fagocytarng badanych komoérek. Wyniki powyzszych badan sa
aktualnie zebrane w postaci publikacji i oczekuja na recenzje (stan na
kwiecien 2022 roku).
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LCS101 - badania kliniczne

Toksycznos¢ hematologiczna wywolana chemioterapig jest czgstym
i istotnym powiklaniem obserwowanym w trakcie leczenia choroby no-
wotworowej, prowadzacym do ograniczenia czgstotliwodci oraz inten-
sywnosci terapii. Niestety konwencjonalne leczenie nastawione jest gtow-
nie na usuwanie skutkéw wspomnianej toksycznosci niz na zapobieganie
jej powstawaniu. W badaniach klinicznych przeprowadzonych posrod
pacjentek chorujacych na nowotwor piersi poddawanych chemioterapii
i jednoczesnie przyjmujacych mieszanke LCS101 zaobserwowano znacz-
nie mniejszg czestos¢ rozwoju cigzkiej leukopenii czy neutropenii niz
w grupie kontrolnej. Anemia réwniez byta mniej powszechna w grupie
leczonej LCS101. Co wigcej, mieszanka byla dobrze tolerowana przez pa-
cjent6éw i nie zaobserwowano zadnych zwigzanych z nig dziatan niepoza-
danych [Yaal-Hahoshen i wsp. 2011].

Whioski

Wydajna terapia antynowotworowa stanowi spore wyzwanie w dzisiej-
szym $wiecie. Biorgc pod uwage ztozonos¢ zaburzenia jakim jest choro-
ba nowotworowa warto poszukiwa¢ rozmaitych rozwigzan, ktére moga
wspomagac proces powrotu do zdrowia pacjentéw cierpigcych na scho-
rzenia onkologiczne. Cho¢ dokladny mechanizm dziatania LCS101 nie
zostal precyzyjnie wyjasniony, mozna przypuszczaé, ze mieszanka zioto-
wa LCS101 stanowi bardzo obiecujaca formulacje mogaca znalez¢ zasto-
sowanie w terapii przeciwnowotworowe;j.






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
chwastéw, ktére moga stanowic czynnik chemoprewencyjny.

Po pierwsze zanalizowano, czy soki bezposrednio wyciskane z dzikich owocdw,
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 réznig sie pod wzgledem wiasciwosci 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 przeciwutleniajace i cytoprotekcyjne.

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze dzikie owoce, kwiaty i jadalne pospolite
rodliny dzikorosnace sa cennymi surowcami o dziataniu przeciwutleniajacym, 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 ciggtemu dzialaniu szkodliwych czynni-
kéw chemicznych i fizycznych pochodzacych zaréwno ze srodowiska, jak
i z metabolizmu komoérkowego. Ilo$¢ wolnych rodnikéw i reaktywnych
form tlenu, najczesciej odpowiedzialnych za uszkadzanie DNA w ko-
morce, zalezy od intensywnosci ich powstawania oraz od efektywnosci
systemdéw antyoksydacyjnych. Pokarm jako jeden z czynnikéw $rodowi-
skowych moze modulowac¢ procesy generowania oraz usuwania reaktyw-
nych form tlenu, poniewaz wydajno$¢ wielu systeméw ochronnych zalezy
od spozywanych skfadnikéw odzywczych. Przy deficytach przeciwutle-
niaczy, substancji regulacyjnych i budulcowych pochodzacych z diety
akumulacji moze ulega¢ ilos¢ uszkodzen struktur komérkowych, facznie
z materialem genetycznym, ktére 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 szczegllng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku spozycia
migsa czerwonego i przetwordw migsnych. Udowodniono, ze obrébka
termiczna Zywnosci wysokobiatkowej, m.in. mi¢sa wotowego, drobiu
i ryb, jest gtéwng przyczyna powstawania wielopierscieniowych we-
glowodorow aromatycznych i heterocyklicznych amin aromatycznych
(HCA, ang. heterocyclic aromatic amines), ktore to zwigzki chemiczne
charakteryzuja si¢ wlasciwosciami mutagennymi i rakotwérczymi [El-
-Zein i wsp. 2006, Nakagama i wsp. 2005, Oz i wsp. 2010]. Ponadto
zwigzKki 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
sa klasyfikowane jako czynniki rakotworcze u ludzi przez Migdzyna-
rodowa Agencje Badan nad Rakiem (IARC, ang. International Agency
for Research of Cancer). Wedlug Europejskiego Prospektywnego Bada-
nia Raka i Zywienia (EPIC, ang. European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) podczas przetwarzania miesa najczesciej i w naj-
wigkszych ilosciach powstaje PhIP (2-amino-1-metylo-6-fenyloimi-
dazo(4,5-bi)pirydyna), a regularne spozywanie przetworzonego migsa
zwieksza ryzyko choréb uktadu krazenia i $mierci z powodu nowotwo-
réw [Rohrmann i wsp. 2009]. Z drugiej strony, liczne badania wska-
ZUj3, Ze spozywanie warzyw i owocow zmniejsza ryzyko nowotwordéw
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 nowotworéw poprzez zmniejszenie ilosci uszkodzen
wprowadzanych do DNA w wyniku stresu oksydacyjnego, wsparcie
proceséw naprawy DNA [Lopez-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 komérkach
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



54 Matgorzata Kalemba-Drozdz, Agnieszka Cierniak, Inga Kwieciefi

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-
toksycznos¢ 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 péinocnej. Ponadto warzywa sg Zrédlem kwasu foliowego nie-
zbednego do syntezy nukleotyd6w, 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 ekstrakeji skltadnikéw aktywnych z owocéw i zidt
opieraja si¢ gtéwnie na ich macerowaniu w etanolu (nalewki/intrak-
ty) lub konserwowaniu cukrem badz octem. Alternatywnym sposobem
przetwarzania owocow i ziét do celéw kulinarnych i prozdrowotnych,
zdobywajacym obecnie coraz wigkszg popularnos¢, jest pseudofermen-
tacja octowa.

Dzikie owoce byly elementem tradycyjnej diety w poprzednich po-
koleniach, ale obecnie s3 sktadnikami raczej mato popularnymi, wyko-
rzystywanymi gtéwnie 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, gléwnie do
ziotowych naparéw pijanych w celach prozdrowotnych [Chevalier
i wsp. 2014].

Jadalne kwiaty, cho¢ wydaja si¢ modng nowinka kulinarna, sa obec-
ne od wiekéw w kuchni europejskiej [W.M 1655, Matyjaszczyk i Smie-
chowska 2019, Kalemba-Drozdz2019b]. Jedzenie kwiatéw ma wielowie-
kowgq tradycje rowniez w kulturze kulinarnej Azji i Bliskiego Wschodu,
a takze w zwyczajach rdzennych Amerykanéw. We wspoétczesnej kuchni
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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-
wonoiddéw, 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-
zalez 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 bylo okreslenie potencjalnie geno-
protekcyjnego dzialania réznych form ekstraktow z roslin jadalnych.

Pierwszym etapem bylo zbadanie, czy soki wyciskane z dzikich
owocdéw moga chroni¢ DNA limfocytéow zdrowych oséb przed geno-
toksycznym dziataniem heterocyklicznej aminy PhIP. Oznaczono cal-
kowita zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, flawonoidéw, antocyjanéow
i witaminy C, site redukcyjng i aktywnos¢ antyoksydacyjng w sokach
z owocOw: aronii czarnej (Aronia melanocarpa), bzu czarnego (Sam-
bucus nigra), boroéwki czarnej (Vaccinium myrtillus), jezyny faldowanej
(Rubus plicatus), maliny wlasciwej (Rubus idaeus), rzy pomarszczonej
(Rosa rugosa) (rycina 1, s. 9), rokitnika zwyczajnego (Hippophae rham-
noides) i zurawiny blotnej (Vaccinium oxycoccos).

Kolejnym krokiem bylo poréwnanie réznych form ekstraktow od-
zwierciedlajacych tradycyjne kulinarne sposoby przetwarzania owo-
cow i zidt przygotowanych z tych samych partii materialu 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 rozy (Rosa canina), jabtka (Malus dome-
stica), lawende waskolistng (Lavandula angustifolia), migte 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 blawatek (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 wigksza
(Tropaeolum majus) i fiolek rogaty (Viola cornuta). Wybrane kwiaty
jadalne przedstawiono na rycinie 17 (s. 49). Zbadano sil¢ 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 swiezych lici wybranych dzikich roslin jadalnych
rosnacych 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

Komorki

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 protokotem 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, AICL, KCl, NaCl, NaNO,
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. Roztwér 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 jesienig, natomiast ptatki rézy pomarszczonej (Rosa rugosa)
zebrano w lecie w dzikich rejonach Malopolski. Owoce rdzy 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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ziotlowe z 2-procentowym wsadem. Ilo$¢ materiatu roslinnego dobra-
no zgodnie z obserwacjami zielarzy doswiadczonych w fermentacji
octowej, dostosowujac intuicyjng metode wolumetryczna do wzorcéw
wagowych. Ekstrakty przygotowywano trzykrotnie, za kazdym razem
stosujac jedna partie materialu roslinnego dla wszystkich rodzajow eks-
traktow. 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 rolin-
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 pseudofermentacjg, 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 Zzyjace 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 ziol.

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 zi6l do 1acznej 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 rodzajow ekstraktow
stosowano rozne rodzaje slepych prdobek; dla octow 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 Réza (Raszyn) i Oleofarm (Wroclaw). Owoce byly myte, mielo-
ne, prasowane, a wyttoczony sok pasteryzowany. Wykorzystano dostgpne
komercyjnie soki z: aronii czarnej (Aronia melanocarpa), bzu czarnego
(Sambucus nigra), boréwki czarnej (Vaccinium myrtillus), jezyny fatdo-
wanej (Rubus plicatus), maliny wtasciwej (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 porownywalne 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 dziatajg 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), ré6za damascenska (Rosa
damascena), réza pomarszczona (Rosa rugosa), stonecznik zwyczajny
(Heliantus annuus), stokrotka pospolita (Bellis perenis), wrzos zwyczaj-
ny (Calluna vulgaris), zebrano w podmiejskich rejonach wojewédztwa
malopolskiego i wysuszono.

Ekstrakty z lici dzikich roslin

Przygotowano alkoholowo-wodne ekstrakty z lisci dzikich roslin jadal-
nych rosnacych pospolicie w rejonie Malopolski. 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-studzienkowa 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 godzine. W celu
zbadania wlasciwoséci genoprotekcyjnych limfocyty inkubowano przez
1 godzine jednoczesnie w 100 pM 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 komorki 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 uklad eksperymentu,
stosujgc inkubacje limfocytéw przez 5 min w 25 uM H,O, w 37°C w at-
mosferze zawierajacej 5% CO,. Kontrole negatywng stanowily komorki
nie traktowane niczym, a kontrol¢ 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 zawarto¢ polifenoli - Fast Blue BB assay

Calkowitg zawartos¢ polifenoli w ekstraktach roslinnych oznaczono przy
pomocy testu Fast Blue BB (FBBB). Jest to metoda ilosciowego oznacza-
nia zwigzkow fenolowych, alternatywna dla testu Folina-Ciocalteu, ktéra
umozliwia wyeliminowanie wptywu 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. Kazda prébke
analizowano w trzech powtorzeniach. Jako wzorzec zastosowano roztwor
kwasu askorbinowego o stezeniu 1 mg/ml.

Sifa redukcyjna (FRAP)

Do oceny sily redukcyjnej ekstraktow rodlinnych 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. Kazdg prébke 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 dlugosci
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 calkowitej zawartosci flawonoidow 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 AICI, o stezeniu 10%. Nastepnie do probek 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 réznicowego 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 probki
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 wspdlczynnik ekstynkeji 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 byt 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 powtdrzeniach.

Zawarto$¢ karotenoidow

Stezenie karotenoidéw oznaczono metoda spektrofotometryczng dla
pieciu dominujacych typéw 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 komdrek w obecnosci ekstraktow roslinnych
wykorzystano metode réznicowego barwienia fluorescencyjnego. Komor-
ki wysiano w gestosci 2 x 10* komoérek/studzienke w 96-dotkowych ptyt-
kach; do studzienek dodano ekstraktu o stezeniu 0,1% lub 1%, 100 uM
PhIP lub 25 uM H,0,, a nastepnie inkubowano przez 1 i 24 godziny.
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*'.

Rycina 18. Obraz mikroskopowy badania zywotnosci limfocytéw w metodzie fluorescencyjnego
barwienia réznicowego. Komérki aktywne metabolicznie wykazuja 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
zielonag 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 dlugosci
450 nm (niebieski filtr). Z kazdej probki 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
roélinnych 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 komdrek 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.

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 ilosci 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). Intensywno$¢
fluorescencji ogona komety zalezy od ilosci 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 komorki 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 $wiezym, zimnym bu-
forem elektroforetycznym (300 mM NaOH, 1 mM EDTA). Preparaty
przebywaly w tym alkalicznym buforze (pH > 13) przez 40 min, zeby
umozliwi¢ rozluznienie tancuchéw DNA w nukleoidzie. Nastepnie przez
30 min prowadzono elektroforeze (przy napieciu 0,74 V/cm odleglosci
miedzy elektrodami, 300 mA). Na koniec szkietka byly dwukrotnie ptu-
kane 0,4 M Tris (pH = 7,4).
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Rycina 20. Wizualizacja uszkodzefh DNA w metodzie kometowej. Od géry: nukleoidy z mata
ilocig uszkodzen, Srednig ilodcig i nukleoidy silnie uszkodzone
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Wyniki z trzech niezaleznych eksperymentéw wyrazono jako zawar-
to$¢ 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 pg/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 powiekszeniu 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 $rednia
z trzech eksperymentow. Istotnos¢ statystyczng réznic pomiedzy warun-
kami doswiadczalnymi oceniano jednokierunkowym testem ANOVA
pod warunkiem dodatniej jednorodnosci wariancji w tescie Levene’a. Wy-
konano test a posteriori Tukeya. Jako granice istotnosci przyjeto warto$¢
p < 0,05. Analize korelacji przeprowadzono za pomoca regresji liniowej,
a sile korelacji ustalono za pomocg wspdtczynnikéw korelacji Pearsona.

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

Soki z dzikich owocow

Wyniki pomiaréw stezenia zwigzkéw 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 rézy, aronii, boréwki czarnej oraz bzu czarnego i w nich
réwniez stwierdzono najwyzsza site redukcyjna. Co wazne, owoce rozy
pomarszczonej charakteryzowaly sie najwyzsza calkowita zawartoscig
polifenoli, najwyzszym stezeniem flawonoidéw, antocyjanéw i kwasu
askorbinowego oraz najwigkszg sitg redukcyjng. Najwyzszy stosunek an-
tocyjanéw do calosci zwigzkéw fenolowych stwierdzono w soku z aronii
(ponad 61%), a najnizszy w rokitniku (2,8%). Z kolei najwyzszy stosunek



70 Matgorzata Kalemba-Drozdz, Agnieszka Cierniak, Inga Kwieciefi

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 owocow +odch.st. | £odch.st. | xodch.st. | odch.st. | odch.st.
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] |[mg/100ml]| [mM 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
Irjik'tg"‘hzv;’yczamy 7,28 335 0,21 48,1 253
ppopn! +0,29 +1,08 +0,01 +72 +13
rhamnoides
jezyna fatdowana 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 38 444
Vaccinium myrtillus +2,01 +0,23 +0,03 +1,2 +0,5
aronia czarna 14,18 35 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 +04

odch. st. — odchylenie standardowe

Stwierdzono wystepowanie dodatniej korelacji miedzy aktywnoscia
przeciwutleniajaca sokéw owocowych a catkowity zawarto$cig zwigz-
kow fenolowych (y = 0,0764x - 0,2763; R*> = 0,7151; p = 0,004). Odsta-
jacy punkt reprezentuje wynik uzyskany dla soku z owocéw rozy, ktdry
wykazal znacznie wyzsze zdolnosci antyoksydacyjne niz wynikaltoby to
tylko z zawartosci flawonoidéw. Po wykluczeniu z analizy wynikéw uzy-
skanych dla soku z owocoéw rézy 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, ktéry row-
niez charakteryzowal si¢ bardzo wysokim stezeniem kwasu askorbinowe-
go, nie stwierdzono wystepowania istotnej korelacji miedzy zawartoscia
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kwasu askorbinowego a mocg 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.

25
5 ¥ =0,2608¢ - 0,2612
R2=0,7108
° [ ]
y=0,1119% - 0,056
15 R2=05134
¥ = 00764 - 0,2763 o Polifenole [mg/ml]
RE=07151 . o Flawonoidy [mg/ml]
3 : S Antocyjany [mg/ml]
e | @ g s Liniowy (Polifenole [mg/ml])
T e Liniowy (Flawonoidy [mg/ml])
05 A g by Liniowy (Antocyjany [mg/ml])
¥ % &
* S v *
)
g 5 10 15 20 25
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

Rdézne rodzaje tradycyjnych ekstraktow z zidt i owocdéw 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 malych ilosciach,
z wyjatkiem odwaru, w ktérym nie stwierdzono obecnosci kwasu askor-
binowego. Zaden z ekstraktéw ze skdrek jablek, lisci miety, kwiatéw la-
wendy i platkéw rézy 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, Kwiecief i wsp. 2020]

Materiat Polifenole | Antocyjany | Witamina C |Karotenoidy| FRAP Fe2+ H
todimy  |Ekstrake | [mg/100g] | [mg/100g] | [mg/100g] | [ug/100g] |  [mM] ogch—st
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( 1572000 | NW | 0064003 |259+026| 220
jabtek 0,08
Mal
domosica |nélewka 5974267 | 203£001 | NW | 019006 | 274030 4(')712 f
odwar | 4724+1,54| 1,90 +0,00 NW | 0,12+0,08 |0,900,09 4(')1]171
282+
ocet 4644254 | 315£004 | 167116 | 0233007 |261£025| “1°
owoc macerat | 56,98+3,00 | 432+0,02 | 500+1,67 | 054002 |386+029| 2%
maliny 0,13
Rubus 3,85+
idoeus  |Nalewka [ 97,57£206 | 1249003 | 167100 | 035004 067007 | "0
398+
odwar  |57,48+1,87| 566005 NW 057067 | 771156 ")
231,32+ 2,85+
ocet 809 NW 8833233 027£002 800089 | 77
owoce 30338+ 11833 ¢ 184+ | 2672
(6iy macerat 667 NW 100 0,27 +0,03 090 010
Rosa 2742+ 141,67 423+
caning nalewka 611 NW 367 0,29+0,11 [9,04+0,79 0,09
449,68 + 256,67 + 491+
odwar 933 NW o4z | 117£012 (0572005 T
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Materiat Polifenole | Antocyjany | Witamina C |Karotenoidy| FRAP Fe2+ H+
todiy  |Ekstrakt | [mg/100g] | [mg/100g] | [mg/100g] | [ug/100g] |  [mM] Ogch-st
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 ;
liscie | acerat | 10,68+067|  NW NW | 0184000 |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( -
’ 0,02
folia
6,59+
odwar 30,10+ 1,51 NW NW 0,17+0,01 |2,73+£0,26 016
ocet 97,17 £145 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+0,011,28+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 byta znaczaca (tabela 2). Zaobserwowano, ze wszyst-
kie ekstrakty z owocow dzikiej r6zy mialy najwyzsze stezenie polifenoli.
Ekstrakty z platkéw 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 si¢ 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 metodg 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 ekstraktow, ktdra charakteryzowala
sie najwiekszg zawartoscig antocyjandw.

Najsilniejsze ~ wlasciwosci  przeciwutleniajace  charakteryzowaly
wszystkie ekstrakty z owocow roézy (w kolejnosci od najwyzszych do
najnizszych: nalewka, odwar, macerat i ocet fermentowany). Nalewki
z pozostalych roslin wykazywaly wysoka moc antyoksydacyjng (kolej-
no: mieta, malina, platki r6z, lawenda). Fermentowane octy z lawendy;,
skorek jabtek, malin i migty charakteryzowaly sie bardzo niskimi wiasci-
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 owocédw roslin dziko rosna-
cych na poétkuli pdtnocnej, 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 $wiezych 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 fiolkéw rogatych,
mniszka, wrzosu, nasturcji, dzikiego bzu, aksamitki, pysznogtow-
ki, koniczyny i nagietka ujawnily silne wiasciwosci przeciwutleniaja-
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 eqwit.C
z suszonych kwiatéw [mg/g] [ug/ml] [mg/ml]
malwa rozowa 50£17 | 543+80 33£0,16
Alcea rosea

ketmia szczawiowa

Hibiscus sabdariffa 70£1.2 24x14 68+040

rumianek pospolity
Matricaria chamomilla
stonecznik zwyczajny
Heliantus annuus

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

Viola cornuta

mniszek lekarski
Taraxacum officinale
WrZos 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

327+03 | 788116 33,7191

259+08 | 2384+£351 340+2,88

278+08 64,6+9,6 35,8 +4,46
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1-procentowe ekstrakty wodno-alkoholowe Polifenole | Karotenoidy | FRAP eqwit.C
z suszonych kwiatéw [mg/g] [ug/ml] [mg/ml]
nasturcja wigksza 9224 | 4566+673 | 359+7,64
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 176418 [8963+131,8| 389+264
Monarda didyma

koniczyna czerwona 336407 | 3109457 | 398+084
Trifolium pratense

nagietek lekarski 1498,0 +

Calendula officinalis 308+1,1 2203 406+313
roza pomarszczona 2942+254 | 223+35 | 436+968
Rosa rugosa

r62a damasceniska 27564136 | 344+53 | 4711046
Rosa damascena

Stwierdzono wystepowanie korelacji pomiedzy sila przeciwutlenia-
jacg 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 sie nie tylko najsilniej-
szymi zdolno$ciami przeciwutleniajacymi, 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 wspdlne ich od-
dzialywanie podnosilo site przeciwutleniajacg ekstraktow z jadalnych
kwiatow (p = 0,03; y = 4,6629x - 46,394; R*> = 0,4118).



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

77

60
50
40 s

30( *

FRAP [mg/ml]

20 "

¥ = 00742« + 25,896

R? = 0,2064

0 50 100 150

200 250
polifenole [mg/g]

300 350

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 $wiezych lici dzikich roslin jadalnych

2-procentowe ekstrakty ze swiezych lisci Po“ifiréoclﬁ. [STM] FRAZ \c/;gcic.l'sr]m]
babka lancetowata (Plantago lanceolata) 86100 290+09
bluszczyk kurdybanek (Glechoma hederacea) 40+0,1 160+ 04
mniszek lekarski (Taraxacum officinalis) 97+04 283+2,2
pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica) 57+03 22316
fncigggzécc’znik pospolity (Aegopodium podagraria) - 120+06 337432
ggfssgzj&);ic:énik pospolity (Aegopodium podagraria) - 7010 181405
szczaw zwyczajny (Rumex acetosa) 6400 238+17
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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 o

[ 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 zwigz-
kow fenolowych bylo w nalewce, a najmniej w occie fermentowanym.
Sposrdd flawonoidéw w najwigkszym stezeniu wystepowaly 3-O-gluku-
ronid kwercetyny, 3-O-ramnozyd kwercetyny oraz katechina. Podobnie
sytuacja wygladata w przypadku ekstraktow z malin: octy fermentowane
charakteryzowaly si¢ najnizszym stezeniem i najmniejszg réznorodno-
$cig flawonoidéw. W ekstraktach z malin dominujacym polifenolem byt
kwas elagowy; w ekstraktach z dzikiej rézy byla nim katechina, chociaz
odwar z jej owocow byt znacznie bogatszy w kwas elagowy niz inne ro-
dzaje ekstraktow z rézy. Sposrod ekstraktéw z migty najwicksza rézno-
rodnos¢ kwasow fenolowych stwierdzono w maceratach octowych i na-
lewkach. Ponadto macerat mietowy charakteryzowat si¢ najwiekszym
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zroznicowaniem zwiazkow fenolowych. Najwiecej kwaséw fenolowych
stwierdzono w nalewce z lawendy, ktéra rowniez charakteryzowala sie
najwieksza roznorodnoscig zwigzkéw fenolowych sposrod wszystkich
ekstraktow z lawendy, natomiast ocet fermentowany miat ich najmniejsze
stezenie. W przypadku ekstraktow z ptatkéw rozy nalewki i maceraty za-
wieraly najwiecej flawonoidow z przewaga 3-O-galaktozydu kempferolu,
3-O-glukozydu kempferolu i kwercetyny, a ocet byt najubozszy w zwiazki
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 s3 tok-
syczne dla limfocytéw po 1 i 24 godzinach ekspozycji. W poréwnaniu
z kontrolg od 91 do 98% komorek przezywalo krétkotrwalg ekspozycje
na soki o stezeniu 0,1% (tabela 6).

Po 24 godzinach zaobserwowano spadek zywotnosci limfocytéw za-
réwno dla wszystkich badanych sokéw, jak i dla kontroli. Zywotnosé
komorek wystawionych na dziatanie soku o st¢zeniu 1% byla 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%.

Komorki poddano réwniez dziataniu 100 uM PhIP i stwierdzono, ze
ich Zzywotnos¢ nie spadta ponizej 98%, a analiza statystyczna nie wyka-
zala istotnych réznic miedzy komérkami traktowanymi PhIP a préb-
ka kontrolng po 1 godzinie inkubacji (test ¢ Studenta, a = 5%). Jednak
zywotno$¢ 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 owocodw podczas 1-godzinnej inkubacji limfocytow pocho-
dzacych od zdrowych dawcéw (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 822421 707432
Sambucus nigra
boréwka czama 87,7463 5475 95+2,7 83+2,1
Vaccinium myrtillus
jezyna faldowana 91,1£58 874+28 95332 834£35
Rubus plicatus
malina wlasciwa 87,7+4,9 81416 97+2,1 80+3,2
Rubus idaeus
rokitnik zwyczajny 837482 78+75 91435 85+ 14
Hippophae rhamnoides
foza pomarszczona 863+7,6 67+10 95432 83+24
Rosa rugosa
b 91,3+33 89+0,5 96+ 14 83+22
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,

Zywotnos¢ [% 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 85+1 89+0 |89+0
kwiat lawendy Lavandula angustifolia 80+0 79+4 91+3 | 930
ptatki rézy Rosa rugosa 73+1 93+2 103+0 [100+6

Badanie zywotnosci komorek po inkubacji przez 1 lub przez 24 go-
dziny z 1-procentowymi ekstraktami kwiatowymi rozcienczonymi
100-krotnie w medium hodowlanym wykazalo, ze nie wptywajg one zna-
czaco na zywotnos¢ limfocytow. 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 roélin 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 1 i 24 godziny

Zywotno$¢ 1h + odch. st. | 24h + odch. st.
kontrola 97,7 +1,1 89,0+1,0
babka lancetowata (Plantago lanceolata) 898+24 788164
bluszczyk kurdybanek (Glechoma hederacea) 934+15 87,1+6,0
mniszek lekarski (Taraxacum officinalis) 914+24 84,0+49
pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica) 928+4,1 843+139
podagrycznik pospolity (Aegopodium podagraria) - mtody lis¢ 91,5+14 740156
podagrycznik pospolity (Aegopodium podagraria) - dorosty lis¢ | 92,1+0,9 679+4,0
szczaw zwyczajny (Rumex acetosa) 924+15 754t44
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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
pekniec¢ 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), probki traktowane DMSO uznano za probke kontrolng.
Aby oceni¢ wptyw badanych sokéw z owocow jagodowych na uszkodze-
nia DNA indukowane przez PhIP, limfocyty poddano réwnoczesnemu
dziataniu sokéw z owocéw w stezeniu 0,1% i 100 pM PhIP przez 1 go-
dzine. Poziom uszkodzenia DNA w limfocytach byl znacznie obnizony
w poréwnaniu z komdérkami 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 sokéw owocowych (stupki niebieskie). Wyniki uzyskane metoda
kometowg przedstawiono jako % kontroli negatywnej (komarki 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 komérkami 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 limfocytéw (rycina 28), a analiza
wariancji potwierdzita brak statystycznych réznic miedzy prébkami eks-
ponowanymi na ekstrakty rodlinne a prébka 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 % uszkodzef 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 octéw, maceratéw, nalewek i odwaréw
z owocow i zi6l przeciwko uszkodzeniom DNA analizowano na limfocy-
tach poddanych dzialaniu nadtlenku wodoru. Poziom fragmentacji DNA
w limfocytach byt istotnie obnizony w poréwnaniu z komdérkami 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 antyoksydacyjna (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 wlasciwosci ochronne wykazywaly
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 rozcieniczone 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 limfocytéw 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 uszkodze DNA w limfocytach mierzony metodg kometowa. Komorki
inkubowano w 1-procentowych ekstraktach wodno-alkoholowych z jadalnych kwiatow
rozcieficzonych 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 whasciwosci 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 rézy 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 fiolka rogatego
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(p = 0,016), chabra (p = 0,032) i stokrotki (p = 0,042) istotnie chroni-
ty DNA limfocytéw 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 wiekszg ilo$¢ oksydacyjnych uszkodzen DNA limfocytow.

Nie stwierdzono wystepowania korelacji pomiedzy ilo$cia oksydacyj-
nych uszkodzenn DNA limfocytéow 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 wynikow ekstraktéw rozanych), 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
8 . R2 = 0,7291

uszkodzenia DNA
L ]
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Rycina 31. Zaleznos¢ miedzy sit przeciwutleniajacg 1-procentowych wodno-alkoholowych
ekstraktéw 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 uszkodzef komérek
eksponowanych na nadtlenek wodoru i ekstrakty kwiatowe odniesione do komérek kontrolnych
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Dyskusja

W pierwszej czesci eksperymentéw zbadano, czy testowane soki zawie-
rajg duze ilosci zwigzkow przeciwutleniajacych. Badane soki réznily sie
zawartoscig antocyjanéw i flawonoidéw. Skiad fitochemiczny aronii,
owocow dzikiej rozy i boréwki czarnej charakteryzowal si¢ przewaga an-
tocyjanéw, 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].

Szczegolnie wysokie stezenia polifenoli stwierdzono w soku z owo-
cow rdzy, a zawartosci flawonoidéw i antocyjanéw byty w nim najwyzsze
sposréd 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 owocow dzikiej rézy rowniez zawiera duze iloéci
witaminy C, ponad 260 mg/100 ml, podczas gdy jej zawartos¢ w §wiezych
owocach waha sie od 400 do 2500 mg/100 g [Gu i wsp. 2013, Cunja i wsp.
2016, Olech i wsp. 2017]. Ponadto w tym badaniu potwierdzono istotna
aktywno$¢ przeciwrodnikowg i wlasciwosci genoprotekcyjne owocoéw
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 boréwki
europejskie, aby odrozni¢ je od boréwki amerykanskiej, czyli boréwki
wysokiej (Vaccinium cyanococcus). Nasze wyniki pozostajg zgodne z ob-
serwacjami, ze rozne gatunki boréwek (Vaccinium) wykazuja dzialanie
przeciwnowotworowe, szczego6lnie 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 dzialanie przeciwutleniajace i prze-
ciwzapalne dzigki zmiataniu wolnych rodnikéw [Tian i wsp. 2017, Sta-
nisavljevi¢ i wsp. 2015, Jurikova i wsp. 2017]. Jednakze zaobserwowano,
ze sok z aronii wzmacnia dzialanie 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 ttoczenia 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 dziala 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
iwsp. 2017, Vuiwsp. 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 majg udowodnione dziatanie przeciwutleniajace [Ponder
i Hallmann 2019, Szymanowska i wsp. 2018].

Wyniki badania wskazuja, Ze PhIP prowadzi do indukeji uszkodzen
DNA w zdrowych limfocytach w sposéb zalezny od dawki, co jest zgodne
z weczesniejszymi 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 cztowieka [Richling
i wsp. 1998], celem naszego badania bylo ustalenie, czy soki z dzikich
owocoéw moga modyfikowa¢ szkodliwy wptyw PhIP na zdrowe limfocyty.

Jako przedmiot badan wybrano soki owocowe, ktére mozna bezpo-
$rednio spozywac w diecie cztowieka, zamiast izolowanych fitochemika-
liéw, poniewaz przypuszczalnie wykazuja one wigksze korzysci zdrowotne
dzigki synergicznemu dziataniu polifenoli, witamin i innych sktadnikéw
odzywczych [Lansky i wsp. 2005, Seeram i wsp. 2005]. Nalezy podkresli¢,
ze warto bada¢ potencjal prozdrowotny calych produktéow dietetycznych,
gdyz z dietg nie przyjmujemy tylko mieszanek karotenoidéw, polifenoli,
witamin, mineratéw, amin i innych skladnikéw - te sktadniki aktywne
funkcjonujg w kompleksowych i zréwnowazonych ukladach, ktére cha-
rakteryzujg sie szerokim spektrum synergicznego dzialania i to wlasnie
te uklady, a nie wyizolowane zwigzki, spozywamy w pokarmie roslin-
nym. Inkubacja komoérek w soku o stezeniu 0,1% jest poréwnywalna 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¢ zawartosécig fitochemikaliow miedzy rozny-
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 sie z réznorodnoscia reakcji roznych tkanek oraz
zmiennoscig miedzyosobniczg ludzi wynikajaca z polimorfizmu gene-
tycznego, stanu hormonalnego i wyzwan metabolicznych przed jakimi
stoi organizm, a co za tym idzie bardziej odpowiadaja rzeczywistemu
spozywaniu pokarmoéw 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
poinocnej dziataja jako przeciwutleniacze i substancje genoprotekcyjne,
a wszystkie testowane wyciskane soki owocowe sg w stanie zmniejszy¢
uszkodzenia DNA wywotane przez PhIP. Efekt ochronny mozna uzyska¢
poprzez bezposrednie dzialanie antyoksydacyjne, ale mozliwe sg réwniez
inne mechanizmy, jak np. aktywacja enzymoéw detoksykacyjnych [Platt
i wsp. 2010]. Dzialanie przeciwutleniajace moze réwniez wynika¢ z za-
wartosci witaminy C w sokach owocowych, jednak, jak zaobserwowano
réwniez w innych badaniach, polifenole majg istotny udzial w dzialaniu
przeciwutleniajacym, podczas gdy kwas askorbinowy w niewielkim stop-
niu przyczynia si¢ do catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej [Hidalgo
i wsp. 2017]. Niemniej jednak soki zawierajg 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 calkowitym stezeniem polifenoli.

W przypadku poréwnania octéw fermentowanych z owocéw jadal-
nych i zi6l aromatycznych z innymi rodzajami ekstraktow tradycyjnie
przygotowywanych do celéw kulinarnych i leczniczych, takimi jak: ma-
ceraty octowe, odwary i nalewki, wykazano, ze ekstrakty te roznily sie
istotnie pod wzgledem zawartosci analizowanych sktadnikéw aktywnych.
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Mozna bylo zaobserwowac istotne réznice miedzy wlasciwosciami
oraz rodzajami ekstraktéw 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 owocéw moze sie rdznic
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 rézy mozna
uznac za dobre zZrédto witaminy C, poniewaz 100 g kazdego z analizo-
wanych ekstraktow z tych owocdw 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 rozy, co su-
geruje, ze bylby to najlepszy sposéb na przetwarzanie tych owocéw. Co
wiecej, tylko odwar z dzikiej rézy zawieral wykrywalne ilosci karoteno-
idow w stezeniu powyzej 1 pg/100 g, cho¢ nadal jest to wartos¢ niska
w poréwnaniu z zalecanym dziennym spozyciem, ktore wynosi 800 pg/
dzien [USDA]. Niewielkie ilo$ci karotenoidéw obecne w ekstraktach sg
wynikiem zastosowania rozpuszczalnikéw polarnych. Do skutecznej
ekstrakcji karotenoidéw nalezaloby zastosowac rozpuszczalniki apolar-
ne, jak eter i aceton, lub w przypadku nasladowania metod uzywanych
w sztuce kulinarnej zastosowaé maceracj¢ olejows, a jak udowodniono,
spozywanie owocow bogatych w karotenoidy w towarzystwie ttuszczéw
zwieksza absorbcje tych zwigzkéw [White i wsp. 2017].

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

Sita przeciwutleniajgca tradycyjnych typow ekstraktéw byla skorelo-
wana z zawarto$cig polifenoli i wptywala na ich wlasciwosci genopro-
tekcyjne [Demasi i wsp. 2021, Oalde i wsp. 2021, Rivas-Garcia i wsp.
2021, Kalemba-Drozdz i Cierniak 2019, Budak i wsp. 2014, Suksathan
i wsp. 2021], za$§ 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 owocdéw dzikiej rozy
i platkéw rdzy sg najbardziej aktywnymi czynnikami genoprotekcyjny-
mi. Niska ranga odwaréw moze zaleze¢ od termolabilnosci niektérych
przeciwutleniaczy, natomiast niska zdolno$¢ antyoksydacyjna octéow
fermentowanych moze by¢ spowodowana dostepnoscia tlenu przez caly
okres ekstrakeji (cztery tygodnie), co moze przyczyniac si¢ do utlenia-
nia niektdrych fitochemikaliow lub ich czg¢sciowego zuzycia przez pro-
wadzace proces fermentacji octowej mikroorganizmy.

Uzyskane wyniki dowodza, ze ekstrakty z jadalnych kwiatéw posia-
daja wlasciwosci przeciwutleniajace, a potencjat antyoksydacyjny r6zni
sie pomiedzy gatunkami roélin.

Decyzja o wyborze 40-procentowych nalewek do eksperymen-
tow na komorkach byla uzasadniona wczesniejszymi wynikami, ktore
wskazywaly, Ze wyciagi etanolowo-wodne mialy najbardziej ztozony
sktad z analizowanych ekstraktow. Przy projektowaniu do$wiadczenia
zalozono, Ze jadalne kwiaty sg zazwyczaj spozywane jako czes$¢ ztozo-
nego positku, a zatem sg zjadane z dodatkiem tluszczéw i wody, za-
tem zarowno skladniki polarne, jak i apolarne beda mialy szanse zostac
wchlonigte z ukladu pokarmowego.
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Najbardziej interesujace wyniki uzyskano dla réznych ekstraktow
przygotowanych z kwiatéw z rodzaju Rosa. Potwierdzono, ze kwiaty rozy
pomarszczonej oraz r6zy damascenskiej posiadaja silne wtasciwosci prze-
ciwutleniajagce [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 zrodlo skladnikéw przeciwbakteryjnych,
przeciwwirusowych i przeciwzapalnych, jak np. oleuropeina [Zhao i wsp.
2009], jednak nasze wyniki nie wykazaty przeciwutleniajacych wtasciwo-
$ci wyciagdw z jasSminu w zastosowanych w badaniu stezeniach.

Uzyskane rezultaty potwierdzily, ze chaber blawatek 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 mozliwo$¢ cytotoksycznego dziatania
stokrotek na komorki transformowane [Kucekova i wsp. 2013], co przy
wykazaniu przez nas braku jej szkodliwosci wzgledem komorek zdro-
wych otwiera pole do dalszych badan nad mozliwos$cig zastosowania sto-
krotek w terapii wspomagajacej.

Fiolki rogate o granatowych kwiatach okazaly si¢ mie¢ silne wlasciwo-
$ci redukcyjne stanowigc 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, ze 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 komdrkowe [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 skla-
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 wiecej hi-
biskus i czarna malwa nasilaly dziatanie genotoksyczne nadtlenku wodo-
ru. Moze to wskazywa¢ trop do podjecia badan nad mozliwoscig wyko-
rzystania ekstraktow z tych kwiatéw w terapii skojarzonej. Szczegdlnie
ze stwierdzono, iz izolowana z kwiatéw hibiskusa gossypina stymuluje
apoptoze komdrek czerniaka [Bhaskaran i wsp. 2013].

Oczywiscie nalezy pamieta¢, ze wlasciwosci przeciwutleniajace kwia-
tow nie zalezg wylacznie od polifenoli. Zélte i pomaraniczowe kwiaty za-
wieraja karotenoidy, ktére rowniez moga wplywac na korelacj¢ pomiedzy
potencjalem przeciwutleniajacym a stezeniem polifenoli. W naszym ba-
daniu dobrym przykladem takiego przypadku moze by¢ aksamitka, dla
ktorej wyniki FRAP wyraznie odstawaty od trendu korelacji miedzy sila
redukcyjng a zawartoscia polifenoli, co sugeruje, Ze obecno$¢ 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 przeciwutleniajace nie jest jedynym mechanizmem, w jaki wycia-
gi roélinne oddzialujg na komorki, a pod uwage moga by¢ brane takze
zmiana aktywno$ci enzymow, modyfikacja przekaznictwa wewnatrz-
komorkowego lub zmiany ekspresji gendéw [Villanueva-Bermejo i wsp.
2019, Moein i wsp. 2012, Loizzo i wsp. 2016, Kwon i wsp. 2010].

Wstepne badania wskazuja, ze konsumenci s3 gotowi do zakupu
positkow z jadalnymi kwiatami, jezeli przyniosg one korzysci zdro-
wotne [Rodrigues i wsp. 2017]. A zatem jest to cecha, ktéra powinna
by¢ podkreslana podczas promocji kwiatéw jako pozywienia. Co jest
jeszcze warte podkreslenia, to fakt, ze poza silnymi wlasciwosciami
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przeciwutleniajacymi i chemoprewencyjnymi jadalne kwiaty majg cieka-
wy smak, zapach, teksture i atrakcyjny wyglad [Kalemba-Drozdz 2021a].
Jednakze nadal istnieje palaca potrzeba powszechnej edukacji botanicz-
nej na temat rozrdzniania gatunkow kwiatéw, ktére mozna spozywac
[Kalemba-Drozdz 2019a].

Podobnie wyglada kwestia dzikich roslin rosnacych powszechnie,
czesto uwazanych za chwasty. Zrédla etnobotaniczne potwierdzajg, ze
rosliny takie jak pokrzywa, mniszek czy podagrycznik byty 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 Sdukand 2018, Biscotti i Pieroni 2015, Cucinotta i Pieroni 2018,
Chevalier i wsp. 2014].

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

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze liscie podagrycznika pospolitego,
pokrzywy zwyczajnej, babki lancetowatej, mniszka lekarskiego, szczawiu
zwyczajnego, bluszczyku kurdybanka posiadajg wtasciwosci przeciwutle-
niajace i nie dzialajg cytotoksycznie, zatem wlaczenie ich do codziennej
diety moze by¢ korzystne zaréwno w kontekscie dzialan chemoprewen-
cyjnych, jak i rowniez 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 sg dalsze badania nad wlasciwo$ciami genoprotekcyjny-
mi wyciagoéw 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 s 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 skladnikami spozywanymi na co dzien.

Oprocz sokéow wyciskanych bezposrednio z owocow, ekstraktem,
ktory wydaje sie zapewniac najwyzsze stezenie fitochemikaliow i ich naj-
wigksza réznorodnosc, s 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 dostarcza¢ substancje aktywne, a jednocze$nie nie zawieraja alko-
holu, cukru i sg niskokaloryczne [USDA]. Ponadto mozna je wytwarzac
z resztek, takich jak skorki owocdw, co jest zgodnie z wiodacym trendem
zero waste. Jednak niskie pH octéw sprawia, Ze moga one nasila¢ nega-
tywne objawy ze strony przewodu pokarmowego oraz zmigkczac szkliwo
z¢bow [Budak i wsp. 2014, Akbulut i wsp. 2019]. Niemniej jednak w typo-
wych zastosowaniach octow uzywa si¢ ich jedynie w niewielkich ilosciach
jako dodatek do zywnosci lub napojow, stad ich niskie pH ma niewielki
wplyw na organizm, mimo ze podaz zwigzkdéw roslinnych z octu jest ra-
czej ograniczona. Niestety sktad fitochemiczny octéw fermentowanych
jest gorszy w porownaniu z nalewkami i odwarami, ktore sa powszechnie
stosowane zardwno w medycynie tradycyjnej, jak i w kulinariach. Jednak
w zwigzku z ciggle rosngcym zapotrzebowaniem na fitochemikalia i an-
tyoksydanty oraz w nawigzaniu do sléw Hipokratesa: ,Niech jedzenie
bedzie twoim lekarstwem, a lekarstwo twoim pozywieniem”, wskazane
jest wlaczenie naturalnych polifenoli do codziennej diety w kazdy mozli-
wy sposob. Nawet niewielka ilo$¢ flawonoidéw dostarczanych w postaci
ekstraktow nadal stanowi dodatkowe zrédto przeciwutleniaczy w diecie.

Sktadniki zywnosci moga modulowac ryzyko powstania nowotwordw,
stad niestabnaca potrzeba dostarczania do organizmu antyoksydantow.
Ziofa, kwiaty i owoce s3 waznym zrédiem 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 zywnos$ci bogatej w polifenole zmniejsza ryzyko
zachorowania na nowotwory [Vanamala 2015, Afrin i wsp. 2016, Aqil
i wsp. 2016, Lopez-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$¢ zasobna w przeciwutlenia-
cze, a nie suplementy diety [Cuzick 2017]. Jednym z powodéw przewagi
zywnosci nad tabletkami jest réznorodno$¢ sktadnikéw chemoprewen-
cyjnych, ktdrej nie oferuje zaden producent suplementéw [Megana-
than i Fu 2016]. Wychodzac naprzeciw potrzebie poprawy jakosci diety
i zwigkszenia sily 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 skfadniki energetyczne. Moze to prowa-
dzi¢ do zludnego wrazenia, Ze suplementacja skladnikéw analitycznych
jest w stanie zaspokoi¢ wszystkie potrzeby zywieniowe, podczas gdy po-
lifenole, zwlaszcza flawonoidy, wydaja si¢ mie¢ istotny wplyw na zdrowie
czfowieka, a ich jedynym zrédlem w diecie sg 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 wigcej
rodzajow roslin zjadamy, tym wiecej korzysci dla naszego zdrowia [Lachat
2018]. Dlatego dzikie owoce, jadalne kwiaty i dzikorosngce rosliny jako
naturalne Zrédto polifenoli, powinny by¢ polecane w codziennej diecie.
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Rycina 32. Liscie kapusty wtasciwej (Brassica rapa) poddane
fermentacji mlekowe;j.
Fot. Matgorzata Kalemba-Drozdz
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Streszczenie

Kiszenie rozumiane jako fermentacja mlekowa konserwuje zywnos¢, ale jest tez spo-
sobem na zachowanie polifenoli, a nawet na zwiekszenie ich stezenia lub ich dekom-
pozycje. Wysoka zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w diecie zmniejsza stres oksy-
dacyjny i wspomaga organizm w utrzymaniu réwnowagi mikrobioty wzmacniajac
system immunologiczny, moze tez wspomagac terapie przeciwko wielu chorobom,
m.in.: nadcisnieniu, cukrzycy, osteoporozie, zakazeniom bakteryjnym i wirusowym,
np. Covid-19. Rozdzial zawiera przeglad prozdrowotnych wtasciwosci polifenoli,
przedstawia sposoby ich pozyskiwania oraz prezentuje wybrane naturalne zrédta po-
lifenoli dostepne w europejskiej, umiarkowane;j strefie klimatycznej w postaci surowej
i po kiszeniu.

Stowa kluczowe: polifenole; kwasy fenolowe; flawonoidy; Covid-19; kiszonki; fer-
mentacja

Abstract

Phenolic acids and flavanoids in lactofermented vegetable

Lactic acid fermentation preserves food but it is also a way to preserve polyphenols,
and even increase their concentration or their decomposition. The high content of
polyphenols in the diet reduces oxidative stress and supports the body in maintaining
balance with the microflora, strengthening the immune system and supporting ther-
apies against many diseases (hypertension, diabetes, osteoporosis, bacterial and viral
infections, even Covid-19). The article provides an overview of the health-promoting
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properties of polyphenols, presents the methods of obtaining them and presents se-
lected natural sources of polyphenols available in the European temperate climate
zone in raw form and after pickling.

Key words: polyphenols; phenolic acids; flavonoids; Covid-19; pickles; fermentation

Wprowadzenie

Wisrdd polifenoli obecnych w kiszonych sokach warzywnych mozna
wyr6zni¢ kwasy fenolowe i flawonoidy. Do najczesciej wystepujacych
kwasdéw fenolowych zaliczamy kwasy: protokatechowy, kawowy, syna-
pinowy, ferulowy i p-kumarowy. Wéréd najczesciej spotykanych flawo-
noidéw w sfermentowanych sokach warzywnych znajduja sie: rutyna,
epikatechina, luteolina i kwercetyna [Ciska i wsp. 2005, Platosz i wsp.
2020, Hunaefi i wsp. 2013]. Posiadajg one znaczacy potencjal przeciw-
utleniajacy chronigc tym samym komorki przed stresem oksydacyjnym
i apoptoza. Obecnos¢ polifenoli pomaga utrzyma¢ homeostaze oksy-
dacyjno-redukcyjna komorek réwnowazac procesy zwigzane z obecno-
$cig reaktywnych form tlenu [Scalbert i wsp. 2005].

Celem przegladu jest wprowadzenie do zagadnienia zwigkszania
zawartos$ci antyutleniaczy, jak polifenole i flawonoidy, na drodze fer-
mentacji mlekowej jarzyn oraz warzyw, aby wykorzysta¢ je nastepnie
w celach prozdrowotnych.

Proces fermentacji mlekowej zachodzacy w trakcie kiszenia warzyw
moze przebiega¢ na rozne sposoby. W czasie heterofermentacji z cza-
steczki glukozy powstaje kwas mlekowy, etanol i ditlenek wegla. Bakte-
rie biorace udzial w tej fermentacji, jak np. Lactobacillus bifermentans,
naleza do wzglednych lub bezwzglednych anaerobow, ktére preferuja
wzrost w nizszych temperaturach (5-22°C) i przy nizszym stezeniu
chlorku sodu. Z kolei produktem dziatania bakterii homofermenta-
tywnych jest tylko kwas mlekowy. Do tej grupy bakterii nalezg m.in.
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, ktére najskuteczniej prowadza
produkcje kwasu mlekowego w temperaturach wyzszych (30-35°C)
i wykazuja tolerancje na wyzsze stezenie chlorku sodu. W trakcie
fermentacji prowadzonej przez bifidobakterie powstaje kwas mleko-
wy i kwas octowy, a bakterie uzyskuja wiecej energii niz w procesach
homo- i heterofermentacji, jednak bifidobakterie nie wystepuja w ki-
szonkach warzywnych [Oliveira i wsp. 2017]. W kiszeniu w warunkach
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domowych zwykle wykorzystuje sie dzikie szczepy mikroorganizmow,
podczas gdy przy fermentacji na skale przemystowa czesto wykorzystu-
je sie wyselekcjonowane kultury starterowe.

Mechanizm homofermentacji mlekowej przedstawia si¢ nastepuja-
co: w warunkach anaerobowych bakterie kwasu mlekowego przetwa-
rzajg heksozy do kwasu mlekowego zgodnie ze szlakiem Embdena-
-Meyerhofa-Parnasa (glikoliza EMP). W kolejnych przemianach 1 mol
glukozy jest fosforylowany z posredniczacg izomeryzacja, w wyniku
czego dochodzi do rozszczepienia fruktozo-1,6-bisfosforanu, by po
transformacji, utlenieniu i syntezie 2 moli ATP uzyskac 2 mole pirogro-
nianu (rycina 33).
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Rycina 33. Szlak Embdena-Meyerhofa-Parnasa — schemat uproszczony,
opracowanie na podstawie [Ratajczak i Piotrowska-Cyplik 2017]

W nastepnym kroku przy jednoczesnym utlenieniu NADH oraz re-
dukgji pirogronianu (warunki beztlenowe) uzyskuje si¢ kwas mlekowy
(rycina 34) [Ratajczak i Piotrowska-Cyplik 2017].
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Rycina 34. Redukcja pirogronianu do kwasu mlekowego

Heterofermentacja heksoz przebiega zgodnie ze szlakiem pentozo-
fosforanowym. Z 1 mola glukozy powstaje 1 mol rybulozo-5-fosforanu
i 1 mol dwutlenku wegla juz w fazie oksydacyjnej (rycina 35).
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Rycina 35. Szlak pentozofosforanowy - faza | oksydacyjna, schemat uproszczony

Natomiast w fazie nieoksydacyjnej, w wyniku wieloetapowego proce-
su, rybulozo-5-fosforan jest transformowany przez enzymy: transaldola-
ze lub transketolaze, do krétszych weglowodoro-fosforanow, ktére po gli-
kolizie przechodza w 1 mol kwasu mlekowego i 1 mol etanolu. Mozliwy
jest takze inny produkt uboczny - kwas octowy (rycina 36).
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Rycina 36. Szlak pentozofosforanowy — faza Il nieoksydacyjna, schemat uproszczony

Bakterie fermentacji mlekowej poprzez zakwaszenie srodowiska ha-
muja rozwoj bakterii gnilnych i plesni, co pozwala zachowa¢ w zyw-
no$ci witaminy i makroelementy. Witaminy wystepujace w kiszonych
sfermentowanych sokach to m.in.: prowitamina A, witaminy C, K i wi-
taminy z grupy B. Natomiast wéréd makroelementéw mozna wyréz-
ni¢: wapn, zelazo i potas. Niedobory skladnikéw odzywczych zaréwno
u os6b mtodych, jak i u oséb w podeszlym wieku moga przysporzy¢
wielu problemoéw zdrowotnych, zatem spozywanie kiszonek moze mie¢
pozytywny wplyw na organizm czlowieka [Steinkraus 1998, Garcia
i wsp. 2020]. Obecne w surowych sfermentowanych sokach bakterie
kwasu mlekowego przyczyniajg si¢ do uzupelnienia mikrobioty prze-
wodu pokarmowego.
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Dodatkowo regularne spozywanie kiszonych sfermentowanych wa-
rzyw pozwala usuwacd z organizmu metale cigzkie. Nadmiar cynku i ze-
laza w organizmie moze przyczyni¢ si¢ do zachorowania na chorobe
Alzheimera i Parkinsona. Prawdopodobnie kiszone soki chelatujg me-
tale cigzkie, co moze obniza¢ ryzyko pojawienia si¢ tych choréb [Hegde
i wsp. 2009], co jest wskazowka, by w celach prewencyjnych spozywac
kiszonki od miodosci. Nalezy jednak pamietaé, ze surowce roslinne
same moga by¢ zanieczyszczone metalami cigzkimi, jesli rodliny byly
uprawiane na terenach zanieczyszczonych przemystowo.

Wiele oséb starszych, szczegélnie tych przebywajacych w placow-
kach opiekunczych i szpitalach, przyjmuje positki o czesto niskiej
wartosci odzywczej [NIK 2018]. Z tego powodu potrzebna jest zmia-
na polityki zywienia tych osdb, aby zapewni¢ im odpowiednia podaz
witamin i mineraléw oraz fitozwigzkéw o znanej wartosci odzywczej
i wysokim potencjalne antyoksydacyjnym. Profesjonalnie przygotowa-
ne positki powinny by¢ monitorowane przez dietetykow, ktorzy moga
pomdc w zredukowaniu niedoboréw spowodowanych nieporadnoscia
zyciowa i przyjmowaniem pokarmu niskiej jakosci. Positki oferowane
przez firmy cateringowe moglyby stac si¢ czescig rozwigzania proble-
mu ztego odzywiania u 0séb starszych, a nie by¢ postrzegane jako jego
czg$¢. Fermentowane soki warzywne stanowig postbiotyk, ktéry wpro-
wadza pozadane dla mikrobioty ukladu pokarmowego zwiazki bioak-
tywne bedace metabolitami bakterii kwasu mlekowego, zatem moga
stanowi¢ cenny element diety oferowanej osobom starszym, pensjona-
riuszom domdw opieki i pacjentom szpitali.

Dodatkowo w trakcie trwajacej pandemii Covid-19 spozycie probio-
tykow (zywych kultur bakterii mlekowych), prebiotykéw i postbiotykow
wsrdd osob starszych powinno by¢ pod wzmozong kontrola, poniewaz
s3 one powszechnie stosowane w stymulacji zdrowia jelit, ktére moga
wzmacnia¢ wrodzong i nabyta odpowiedZ immunologiczng. Ponadto
biegunki i zapalenie jelit sg czestymi objawami powiktan po zakazeniu
wirusem SARS-CoV-2. Pomimo braku informacji klinicznych na temat
przyjmowania preparatéw zawierajacych bakterie kwasu mlekowego
w trakcie trwajacej pandemii koronawirusa, dbalo$¢ o mikrobiote jeli-
towa moze by¢ istotna dla zwigkszenia odpornosci oséb w podesztym
wieku [Garcia i wsp. 2020, Hoffmann 2017, Akatsu 2021].
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Wiasciwosci prozdrowotne flawonoidéw i kwaséw fenolowych

Od wiekdéw fermentacja mlekowa, czyli kiszenie, stosowana jest w celu
konserwacji zywno$ci i zabezpieczenia jej przed bakteriami gnilnymi. Ki-
szonki warzyw i owocOw przetwarzane z surowych materialéw w trakcie
fermentacji mlekowej wzbogacaja si¢ w wiele prebiotykdw i probiotykéw
[Lavefve i wsp. 2019]. Uwaza sie, ze do 70% komorek ukladu immuno-
logicznego zlokalizowanych jest w jelitach [Belkaid i Hand 2014, Takii-
shi i wsp. 2017], stad zapewnienie rozwoju wlasciwej bioty jelitowej jest
istotng funkcja zywnosci konserwowanej z wykorzystaniem fermentacji
kwasu mlekowego.

Zywe kultury bakterii mlekowych dostarczane sa wraz z kiszonymi
warzywami. Niektore oligosacharydy czy blonnik obecne w warzywach
lub owocach stanowig prebiotyki stymulujace wzrost prawidlowej mi-
kroflory jelitowej [Jovanovic-Malinovska i wsp. 2014]. Wachlarz dzia-
tan substancji zawartych w kiszonkach jest bardzo szeroki i obejmuje:
obnizanie poziomu cholesterolu, wzmacnianie systemu immunologicz-
nego, zapobieganie uszkodzeniu komorek, zapobieganie i wspomaganie
leczenia cukrzycy, aktywno$¢ antymutagenng, poprawe trawienia i po-
lepszanie mikrobiomu jelitowego, poprawianie waloréw sensorycznych
pokarmoéw i wydluzanie ich zywotnosci, szerokie spektrum dziatan an-
tybakteryjnych i antygrzybiczych, dostarczanie wartosciowych sklad-
nikéw odzywczych i antyoksydantow [Behera i wsp. 2020]. Tym ostat-
nim w szczeg6lnosci warto poswieci¢ uwage ze wzgledu na prowadzone
wspolczesnie badania nad dziataniem wybranych polifenoli, w tym fla-
wonoiddéw i izoflawonoiddw, na organizm. Przeciwutleniacze zapewnia-
ja lepsza kondycje komorek i zapobiegaja ich starzeniu sie. Wykazano,
ze zastosowanie ligandéw flawonoidowych moze mie¢ istotny wptyw na
leczenie zakazenia wirusem dengi [Muhamad i wsp. 2017]. W innym
badaniu stwierdzono wplyw izoflawonéw na lekoodpornos¢ kobiet
w okresie menopauzy [Benvenuti 2009]. Flawonoidy moga odgrywac
role wspierajaca w leczeniu zakazen bakteryjnych E. coli, gronkowcem
(Staphylococcus) czy palteczky zapalenia ptuc (Klebsiella pneumoniae).
Samodzielnie nie wykazuja dzialan sanityzacyjnych, ale oddzialu-
ja synergicznie w mieszaninie réznych flawonoidéw, ktére moga by¢
pozyskane z kozieradki pospolitej, bazylii azjatyckiej czy Rooibos [Ali
i Dixit 2012]. Podobne dzialanie wykazuja kwasy fenolowe na Listeria
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monocytogenes wspomagajac leczenie listeriozy [Wen i wsp. 2003]. Juz
w ubieglym wieku stwierdzono, ze kuracja z uzyciem wybranych flawo-
noidéw moze zmniejszy¢ infekcyjno$¢ wirusa HIV, a tym samym spo-
wolni¢ rozwoj choroby nabytego braku odpornosci immunologicznej
(AIDS) [Mahmood i wsp. 1993]. Flawonoidy wystepujace w réznych
ro$linach posiadaja szeroki zakres dzialan farmakologicznych: przeciw-
utleniajace, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, przeciwalergiczne,
przeciwcukrzycowe, neuroprotekcyjne, kardioprotekcyjne i przeciw-
bakteryjne [Karthika i wsp. 2021, Patra i wsp. 2021, Potshangbam i wsp.
2020]. Co wigcej, rézne formy kemferolu moga oddziatywac na leko-
odporne szczepy bakterii, jak pratki tradu (Mycobacterium leprae) [Po-
tshangbam i wsp. 2020]. Z kolei naringinina moze mie¢ wplyw na osla-
bianie efektu toksycznego dla nerek podczas leczenia zatrucia niklem
[Amudha i Pari 2011]. Polifenole mogg znalez¢ zastosowanie w leczeniu
choroby zwyrodnieniowej stawdw, obnizajac bol i usprawniajac funk-
cjonowanie stawow, przy jednoczesnym nizszym wplywie na zaburzenia
gastryczne w poréwnaniu do stosowanych wczesniej lekéw [Ruan i wsp.
2021]. Najnowsze badania wskazuja, Ze stosowanie diety bogatej w poli-
fenole o dziataniu antywirusowym moze by¢ skuteczng metoda w zwal-
czaniu pandemii Covid-19 [Montenegro-Landivar i wsp. 2021]. Oprocz
powyzej wymienionych dzialan prozdrowotnych polifenole znajduja
zastosowanie w profilaktyce choréb cywilizacyjnych, w tym osteopo-
rozy czy choréb uktadu krazenia [Koszowska i wsp. 2013]. Flawanole
kakaowca moga mie¢ pozytywny wplyw na czynniki ryzyka zespotu
metabolicznego [Jaramillo Flores 2019] lub obniza¢ ryzyko choréb kra-
zenia poprzez tagodzenie nadcisnienia tetniczego [Erdman i wsp. 2008].
Powyzsze przyklady nie wyczerpuja mozliwych prozdrowotnych wtasci-
wosci polifenoli wystepujacych w surowcach roélinnych, a takze kiszon-
kach z nich przygotowanych.

Warto zaznaczy¢, ze dostepnos¢ kwasow fenolowych w niefermen-
towanym pozywieniu wydaje si¢ by¢ czesto niewystarczajaca do osia-
gniecia dawek koniecznych do uzyskania dziatania terapeutycznego [de
Oliveira i Markowicz-Bastos 2011]. Hydroliza alkaliczna moze powo-
dowa¢ dekompozycje i zmniejszanie zawarto$ci kwasoéw polifenolo-
wych w materiale [Nardini i wsp. 2002], stad prowadzenie fermentacji
mlekowej obnizajacej pH zapobiega rozpadowi tych kwaséw w produk-
tach spozywczych.
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Polifenole w kiszonkach warzywnych

Jak juz wspomniano, do polifenoli wystepujacych w najwigkszych steze-
niach w soku uzyskanym w trakcie fermentacji mlekowej nalezg gléw-
nie kwasy fenolowe i flawonoidy. Kwasy fenolowe to grupa zwigzkoéw,
ktdra dzieli si¢ na pochodne kwasu benzoesowego, powstajace w wyni-
ku metabolizmu cukréw, i pochodne kwasu cynamonowego, powsta-
jace na drodze przemian kwasu cynamonowego, ktory otrzymywany
jest w wyniku dezaminacji fenyloalaniny. Kwasy fenolowe rzadko wy-
stepuja w czystej postaci, najczesciej petnig role glikozydow i estryfiko-
wanych kwasow fenolowych. Flawonoidy w roslinach wystepuja jako
barwnik majacy wilasciwosci przeciwutleniajace w przypadku uszko-
dzenia tkanek, a takze jako naturalny insektycyd i fungicyd. Poprzez
nadanie intensywnej barwy maja one za zadanie chroni¢ powierzch-
niowe tkanki roslinne ograniczajac wpltyw promieniowania ultrafiole-
towego. Flawonoidy i kwasy fenolowe wywieraja pozytywny wplyw na
komorki ludzkie, wykazujac dziatanie przeciwnowotworowe, przeciw-
wirusowe i wzmacniajace organizm seniorow.

Kwasy fenolowe wystepujace
w kiszonkach warzywnych

Najpopularniejsze kiszonki w Polsce to kapusta kiszona (rycina 32,
s.99), ogorki kiszone i sok z kiszonych burakéow ¢wiklowych. Z roku na
rok wzrasta popularno$¢ kiszonych fermentowanych sokéw, co mozna
zauwazy¢ m.in. w duzych sieciach handlowych, a takze w sklepach ze
zdrowa zywnoscia. Ze wzgledu na ich wlasciwosci zaliczane s3 one do
probiotykéw i postbiotykéw [Ciska i wsp. 2005, Platosz i wsp. 2020,
Hunaefi i wsp. 2013, Garcia i wsp. 2020, Akatsu 2021, Rodriguez i wsp.
2009].

W tabeli 9 zestawiono najczesciej wystepujace w kiszonkach po-
chodne kwasu hydroksycynamonowego i kwasu hydroksybenzoesowe-
go. Mozna zauwazy¢, ze w zaleznosci od uzytego materiatu roslinnego
powstaja inne metabolity z grupy kwaséw fenolowych w fermentowa-
nych sokach warzywnych.
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Tabela 9. Zestawienie kwaséw fenolowych wystepujacych w kiszonkach warzywnych

Nazwa zwiazku

Materiat roslinny uzyty do
fermentacji mlekowej

Zrédto

kwas galusowy

kapusta czerwona, kapusta
biafa, ogoérek gruntowy, oliwki,
kapary, bakfazan

[Hunaefi i wsp. 2013, Rodriguez
i wsp. 2009]

kwas p-hydroksybenzoesowy

kapusta czerwona, burak
¢wiktowy

[Platosz i wsp. 2020, Hunaefi
iwsp. 2013]

kwas
m-hydroksybenzoesowy

burak ¢wiktowy

[Ptatosz i wsp. 2020]

kwas kawowy

kapusta czerwona, burak
¢wiktowy, kapusta biata, ogérek
gruntowy, oliwki, kapary,
baktazan

[Ciska i wsp. 2005, Platosz i wsp.
2020, Hunaefi i wsp. 2013,
Garcia i wsp. 2020, Akatsu 2021,
Rodriguez i wsp. 2009]

kwas wanilinowy

kapusta czerwona

[Hunaefi i wsp. 2013]

kwas chlorogenowy

kapusta czerwona, burak
¢wiktowy

[Ptatosz i wsp. 2020, Hunaefi
i wsp. 2013]

kwas syryngowy

kapusta czerwona, burak
¢wiktowy

[Ptatosz i wsp. 2020, Hunaefi
iwsp. 2013]

kwas p-kumarowy

kapusta czerwona, burak
¢wiktowy, kapusta biata, ogérek
gruntowy, oliwki, moszcz
winogronowy, kapary, baktazan

[Ciska i wsp. 2005, Platosz i wsp.
2020, Hunaefi i wsp. 2013,
Rodriguez i wsp. 2009]

kwas m-kumarowy

kapusta biata, ogdrek gruntowy,
oliwki, kapary, baktazan

[Rodriguez i wsp. 2009]

kwas synapinowy

kapusta czerwona, burak
¢wiktowy, kapusta biafa

[Ciska i wsp. 2005, Platosz i wsp.
2020, Hunaefi i wsp. 2013]

kwas rozmarynowy

kapusta czerwona

[Hunaefiiwsp. 2013]

kwas ferulowy

kapusta czerwona, burak
¢wiktowy, kapusta biata, ogérek
gruntowy, oliwki, kapary,
baktazan

[Ciska i wsp. 2005, Platosz i wsp.
2020, Hunaefii wsp. 2013,
Rodriguez i wsp. 2009]

kwas izoferulowy

burak ¢wiktowy

[Ptatosz i wsp. 2020]

kwas cynamonowy

burak ¢wiktowy

[Ptatosz i wsp. 2020]

kwas
3,4-dihydroksyfenylooctowy

burak ¢wiktowy

[Ptatosz i wsp. 2020]

kwas protokatechowy

burak ¢wiktowy, kapusta biata,
ogorek gruntowy, oliwki, kapary,
bakfazan

[Platosz i wsp. 2020, Rodriguez
i wsp. 2009]

Mimo ze wigkszo$¢ fermentacji warzywnych jest spontaniczna, Lac-
tobacillus plantarum jest jedng z najczesciej uzywanych komercyjnych

kultur starterowych w fermentacji roélinnych produktéw spozywczych.
Badania nad metabolitami bakterii kwasu mlekowego zapoczatkowala
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grupa badawcza G.C. Whitinga i R.A. Cogginsa, ktéra skoncentro-
wala si¢ na pochodnych chininy i kwasu szikimowego. Okreslili oni,
ze w obecnosci donoréw wodoru nastepuje redukcja obydwu zwigzkow.
W przypadku kwasu szikimowego jest to produkt metabolizowania cu-
krow przez bakterie kwasu mlekowego. Jest on réwniez prekursorem
pochodnych kwaséw fenolowych. Mechanizm redukcji kwasu sziki-
mowego poprzez aromatyzacje kwasu 3-dehydroksyszikimowego do
kwasu protokatechowego i kwasu galusowego zostal przedstawiony na
rycinie 37 [Whiting 1975, Santos-Sanchez i wsp. 2019, Heldt i Piechulla
2011: 431-449].

COOH COOH
—
-,
HO OH o] OH
OH OH
kwas szikimowy kwas 3-dehydroksyszikimowy
COOH COOH
kwas protokatechowy kwas galusowy

Rycina 37. Pogladowy mechanizm transformacji pochodnych kwasu benzoesowego,
opracowanie wiasne na podstawie [Santos-Sanchez i wsp. 2019]

Pochodne kwasu cynamonowego s3 wytwarzane na drodze prze-
mian kwasu cynamonowego, ktéry powstaje w wyniku usuniecia gru-
py aminowej (-NH,) wystepujacej w tanicuchu bocznym fenyloalaniny
(Phe) [Heldt i Piechulla 2011: 431-449]. Schemat reakcji przedstawio-
no na rycinie 38.
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Rycina 38. Pogladowy mechanizm powstawania pochodnych kwasu cynamonowego,
opracowanie wiasne na podstawie [Heldt i Piechulla 2011]

Wplyw na powstanie metabolitow bakterii kwasu mlekowego w po-
staci kwasoéw fenolowych ma takze stezenie NaCl w kiszonych sokach
warzywnych. Grupa badawcza Marsilio i wsp. [1996] potwierdzita, ze
przy niskich stezeniach, tj. 0,5g/1 NaCl produkcja metabolitéw kwaséw
fenolowych nie jest hamowana. Natomiast w przypadku zawartosci 40g/1
NaCl zauwazono mniejsze stezenie aromatycznych kwaséw polihydrok-
sylowych. Okreslili oni réwniez, ze przekroczenie stezenia 60g/l NaCl
w fermentowanych sokach hamuje proces produkcji kwaséw fenolowych
przez Lactobacillus plantarum.

Flawonoidy wystepujace gtownie
w kiszonkach warzywnych

Biosynteza flawonoidéw w komorkach roélin, podobnie jak w przy-
padku kwaséw fenolowych, zaczyna si¢ od kwasu szikimowego (rycina
37), ktéry jest prekursorem w otrzymywaniu aminokwaséw aroma-
tycznych (fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan). W wyniku deamina-
cji fenyloalaniny przy udziale amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL)
otrzymywany jest kwas cynamonowy. Kolejnym etapem jest wprowa-
dzenie grupy -OH do pierécienia benzenu przy udziale 4-hydroksylazy
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cynamonowej, w wyniku czego powstaje kwas kumarowy (4-hydrok-
sycynamonowy), ktérego mechanizm powstawania zostal przedstawio-
ny na rycinie 38. Nastepnie p-kumarynian, przy uzyciu ligazy kwasu
kumarowego-koenzym A (CoA), przeksztalcany jest do specyficznego
polaczenia estrowego z CoA aktywujac go do przeprowadzenia reakcji
z malonylo-CoA. W wyniku laczenia si¢ czasteczki 4-kumaroilo-CoA
i trzech czasteczek malonylo-CoA przy udziale syntazy chalkonu po-
wstaje chalkon. W kolejnym etapie nastepuje cyklizacja chalkonu do
flawanonu przy udziale izomerazy chalkon-flawanon. Gléwny szlak
syntezy na etapie cyklizacji chalkonu rozgalezia si¢ na kilka reakcji syn-
tezy prowadzacych do uzyskania réznych klas flawonoidéw. Jednym
z etapOw jest proces utleniania przy udziale hydroksyhydrolazy, w kto-
rym biora udzial kolejno dwa enzymy: 3’-hydroksylaza flawonoidowa
oraz 3’5’-hydroksylaza. Nastepnie dochodzi do redukcji przy udziale
reduktazy dihydroflawonolu-4 do leukocyjanidyny. W ostatnim etapie
eukocyjanidyna utleniana jest przez syntaze antocyjanidynowa (diok-
sygenaze leukocyjanidynows) do antocyjanidyn. Do grupy flawono-
idéw nalezg antocyjany (cyjanidyny), leukoantocyjany i katechiny [Ge-
issmann 1962, Kohlmiinzer (cop.) 1988, Czaplinska i wsp. 2012].

Tabela 10. Zestawienie flawonoidow wystepujacych w kiszonkach warzywnych

Nazwa Materiat roslinny uzyty do

zwigzku fermentacji mlekowej Zrédio

apigenina burak ¢wiktowy [Ptatoszi wsp. 2020]

epikatechina |burak ¢wiktowy, kapary [Ptatosz i wsp. 2020, Czyzowska i wsp. 2020,

Bisakowski i wsp. 2007]
[Bisakowski i wsp. 2007]
[Bisakowski i wsp. 2007]

kemferol burak ¢wiktowy, kapusta biata, [Ptatosz i wsp. 2020, Aksay i wsp. 2020,
kapary Bisakowski i wsp. 2007]

izoramnetyna [kapary

katechina kapary

kwercetyna  [burak ¢wiktowy, cebula biata, [Ptatoszi wsp. 2020, Czyzowska i wsp. 2020,
kapary Aksay i wsp. 2020, Bisakowski i wsp. 2007]

luteolina burak ¢wiklowy [Ptatoszi wsp. 2020]
orientyna burak ¢wiklowy [Ptatosz i wsp. 2020]
rutyna burak ¢wiklowy [Ptatosz i wsp. 2020]
witeksyna burak ¢wiklowy [Ptatosz i wsp. 2020]
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Dokonujac przegladu dostepnej literatury opisujacej zawartosci
flawonoidéw w przypadku fermentowanych warzyw dokonano zbior-
czego zestawienia najczesciej wystepujacych flawonoidéow w wybra-
nych warzywach i ich fermentowanych sokach (tabela 10). Do grupy
flawonoidéw wystepujacych w kiszonkach mozna zaliczy¢: flawony,
katechiny, flawanole, katechiny i flawanole. Wsréd flawanonéw mozna
wyrdznié: orienting, apigenineg, witeksyne i luteoling. Do grupy kate-
chin wystepujacych w kiszonkach zalicza si¢ katechine i kemferol. Do
ostatniej z grup flawonoidéw wystepujacych w fermentowanych warzy-
wach naleza flawanole: kwercetyna, kemferol i izoramnetyna [Platosz
i wsp. 2020, Czyzowska i wsp. 2020, Tolonen i wsp. 2002, Aksay i wsp.
2021, Bisakowski i wsp. 2007].

Pierwotng funkcja flawonoidéw wystepujacych w warzywach i owo-
cach jest funkcja barwnikowa i przeciwutleniajaca w przypadku uszko-
dzenia skorki. Chronig one réwniez materiat roélinny przed bytowaniem
organizméw grzybiczych i uszkodzeniem powierzchniowych tkanek
przez insekty [Heber 2008, Chyu i wsp. 2004, Mittal i wsp. 2004]. W trak-
cie syntezy chlorofilu i wzrostu mlodych roslin flawonoidy pelnia funk-
cje ochronng blokujac dostep szkodliwego promieniowania UV. W tym
okresie dzialaja takze jako naturalny fungicyd i herbicyd. W wyniku wy-
stepowania flawonoidéw w mtodych roslinach mozliwa jest stymulacja
mechanizméw obronnych, ktére wspomagaja endogenne systemy komo-
rek roslinnych [Smith i Banks 1986, Timberlake i Henry 1986].

Podsumowanie

Kiszenie jest znanym od dawna sposobem konserwowania zywnosci.
W czasach $wietnosci zeglarstwa odkryto, ze kwas askorbinowy (wita-
mina C) zawarty w kiszonkach zapobiega szkorbutowi. Mimo uptywu lat
odkrywamy kolejne mozliwosci korzystnego dziatania polifenoli natural-
nych i tych wystepujacych w kiszonkach na organizm ludzki. Zmniejszaja
one stres oksydacyjny, dziataja antybakteryjnie i antygrzybiczo, a nawet
moga wspomagac¢ kuracje antywirusowe. Ciagle prowadzi si¢ badania
nad sposobem pozyskania, ekstrakeji i podawania polifenoli z réznych
zrodet naturalnych. Ustalane sg dawki terapeutyczne, co pozwoli na przy-
gotowanie suplementéw wspomagajacych leczenie, niezaleznie od diety.
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Szerokie spektrum dzialania polifenoli na organizm ludzki czyni je su-
perdodatkiem dietetycznym. Jednak w niektérych przypadkach istnieje
takze ryzyko zwigzane z ich przedawkowaniem, dlatego konieczne sg dal-
sze badania tej klasy substancji i jej wptywu na zdrowie.

Dotychczasowe badania wykazuja wzrost ogdlnej zawartosci fla-
wanoidow i polifenoli w trakcie procesu kiszenia. Badane soki warzyw
krzyzowych (kapustnych) wykazywaly niemierzalnie male zawartosci
antyoksydantow w przeliczeniu na kwas galusowy. Natomiast odciek
fermentacyjny zawieral mierzalne ilosci zwigzkéw fenolowych. Wyko-
rzystanie antyutleniaczy naturalnie wystepujacych w warzywach oraz
w zwigkszonej koncentracji w odciekach pofermentacyjnych do celéw
prozdrowotnych nie jest jedynym ich zastosowaniem. Badacze uwazaja,
ze mozna je wykorzysta¢ takze do ochrony biokomponentéw paliw przed
starzeniem si¢ w magazynach i zbiornikach stacji paliwowych. To uzycie
stanowiloby alternatywe dla syntetycznych, toksycznych antyoksydan-
tow. Charakterystyka zmian zawarto$ci zwigzkéow fenolowych podczas
kiszenia jest przedmiotem dalszych badan.



Rycina 39. Karpobrot jadalny (Carpobrotus edulis).
Fot. Tomasz Wilk
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Streszczenie

Réznorodne ekstrakty roslinne i zawarte w nich zwigzki polifenolowe moga by¢ wy-
korzystane jako naturalne surowce promieniochronne, stosowane w celu wzmoc-
nienia efektu dziatania fizycznych i chemicznych filtréw UV wchodzacych w sktad
kosmetykéw. Naturalne ekstrakty roslinne, ze wzgledu na niski SPF, samodzielnie
nie zapewniaja wystarczajacej ochrony przed promieniowaniem UV-B, a zwfaszcza
UV-A. Dlatego wiekszos$¢ kosmetykéw promieniochronnych zawiera kombinacje fil-
tréw chemicznych z naturalnymi ekstraktami roslinnymi, ktére poprzez synergiczne
dziatanie zapewniaja efektywna ochrone przed promieniowaniem UV.

W rozdziale przytoczone zostaty wyniki wieloaspektowych badar majacych na
celu wyjasnienie korzystnych wiasciwosci wybranych zwiazkéw polifenolowych, pro-
wadzacych do podwyzszenia ochrony skéry przed promieniowaniem UV. Poréwna-
ne zostaty wyniki badan in vivo z udziatem pacjentéw lub zwierzat laboratoryjnych
z badaniami in vitro obejmujacymi hodowle komérkowe, pomiary fizyczne oraz ana-
lizy chemiczne. Sklasyfikowano gtéwne kierunki dziatania promieniochronnego poli-
fenoli, do ktérych naleza: absorpcja promieniowania UV, dziatanie antyoksydacyjne
poprzez dezaktywacje wolnych rodnikéw, a takze dwa kierunki dziatania biologiczne-
go - przeciwzapalne orazimmunomodulacyjne. Efekt wymienionych dziatan objawia
sie w postaci dobroczynnych skutkéw podwyzszania ochrony przed szkodliwym dzia-
taniem ultrafioletu.

Stowa kluczowe: polifenole; flawonoidy; filtry UV; surowce promieniochronne;
przeciwutleniacze
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Abstract

Review of the properties of natural polyphenolic compounds ensuring
increased protection of the skin against UV radiation

Various plant extracts and polyphenolic compounds contained in them can be used
as natural sunscreens, used to enhance the effect of physical and chemical UV filters
included in cosmetics. Due to the low SPF, natural plant extracts alone do not pro-
vide sufficient protection against UV-B and especially UV-A rays. That is why most sun-
screens contain combinations of chemical filters with natural plant extracts, which,
through synergistic action, provide effective protection against UV rays.

The chapter presents the results of multifaceted research aimed at explaining the
beneficial properties of selected polyphenolic compounds, leading to increased pro-
tection of the skin against UV rays. The results of in vivo studies in patients or labo-
ratory animals were compared with in vitro studies involving cell cultures, physical
measurements and chemical analyzes. The main directions of polyphenols’ radiation
protection have been classified, including: absorption of UV radiation, antioxidant
activity by deactivating free radicals, as well as two directions of biological activity -
anti-inflammatory and immunomodulatory. The effect of these activities manifests
itself in the form of beneficial effects of increasing the protection against the harmful
effects of ultraviolet.

Key words: polyphenols; flavonoids; UV filters; sunscreens; antioxidants

Wprowadzenie

Kazdy z nas, niezaleznie od wieku, marzy o zdrowo wygladajacej sko-
rze, wolnej od zmarszczek i przebarwien. Niestety nadmierna ekspo-
zycja na promieniowanie stoneczne jest gldéwna przyczyna naruszenia
naturalnej bariery ochronnej skory, przyspiesza procesy starzenia sie,
poglebia zmarszczki oraz zwigksza ryzyko zachorowania na nowotwo-
ry, w tym czerniaka [Pacholczyk i wsp. 2016].

Stonice emituje promieniowanie ultrafioletowe o réznej dtugosci fali,
na ktore sklada si¢ promieniowanie UV-A (320-400 nm), UV-B (280-
320 nm) oraz UV-C (200-280 nm). Promieniowanie UV-B w okoto 90
procentach jest zatrzymywane przez naskorek i tylko niewielka jego
cze$¢, okoto 10%, dociera do skory wlasciwej. Reakcje skorne wywo-
tane dzialaniem promieniowania UV-B s3 natychmiastowe i majg cha-
rakter oksydacyjny, poniewaz sg efektem dzialania reaktywnych form
tlenu (RFT), ktore przyczyniaja sie do uszkodzenia blon komérkowych,
wywolujg stany zapalne skory oraz rozszerzaja naczynia wlosowate



5. Przeglad wiasciwosci naturalnych zwigzkéw polifenolowych 119

powodujac obrzek i rumien. Ponadto, w odpowiedzi na przewlekle
dzialanie promieniowania UV-B, fibroblasty skorne wytwarzaja enzy-
my zwane metaloproteinazami (MMP-1, MMP-2 i MPP-9), ktére zaan-
gazowane s3 w degradacje kolagenu typu 1. Promieniowanie o diugosci
fali 320-400 nm przenika az do skory wilasciwej i tkanki podskornej,
dlatego odpowiada za reakcje fotoalergiczne i fototoksyczne. Z kolei
w wyniku reakcji opdznionych bedacych wynikiem dziatania promie-
niowania UV-A niszczone s3 bialka obecne w skorze, m.in. elastyna
i kolagen. Dodatkowo promieniowanie UV-A wykazuje dzialanie ge-
notoksyczne z udziatem wolnych rodnikéw o dziataniu utleniajacym,
ktére powoduja uszkodzenia oksydacyjne reagujac z biatkami, lipidami
i DNA. Poza fotostarzeniem si¢ skory, promieniowanie UV powoduje
takze obnizenie jej funkcji immunologicznych, czyli tzw. immunosu-
presje oraz kancerogeneze, ktéra prowadzi do nowotworéw [Resich-
-Koziet i Niemyska 2020, Brennerr i Hearing 2008, Agar i wsp. 2004].
Skutki biologicznego oddzialywania promieniowania UV na skore
moga ujawnic si¢ bezposrednio po ekspozycji na stonce albo dopiero
po wielu latach. Nie ulega wiec watpliwosci, jak wazna jest ochrona sko-
ry przed promieniowaniem UV poprzez miejscowe zastosowanie pre-
paratéw kosmetycznych o wilasciwosciach fotoprotekcyjnych. W celu
zapewnienia pelnego spektrum ochrony przeciwstonecznej w prepara-
tach tych stosowane sg fizyczne i chemiczne filtry UV, wybrane sposrod
substancji promieniochronnych dopuszczonych do stosowania w sys-
temie prawnym danego kraju. Biorgc pod uwage budowe chemiczng
oraz mechanizm dzialania, filtry ochronne zostaly podzielone na dwie
grupy: filtry fizyczne, okreslane réwniez jako filtry mineralne, oraz fil-
try chemiczne, zwane takze filtrami organicznymi. Aktywno$¢ filtrow
mineralnych polega na odbijaniu i rozpraszaniu promieni stonecznych.
Do tej grupy zaliczane sg surowce nieorganiczne, takie jak: tlenek cyn-
ku (INCI: Zinc Oxide) oraz dwutlenek tytanu (INCI: Titanium Dioxide).
Natomiast filtry chemiczne wykazuja zdolno$¢ do absorpcji promienio-
wania UV. Sg to syntetyczne zwiazki organiczne pochlaniajace promie-
niowanie w okreslonym zakresie dlugosci fali. W zaleznosci od zakresu
dlugosci fali pochlanianego $wiatta mozna je podzieli¢ na filtry absor-
bujace w zakresie UV-B (pochodne kwasu p-metoksycynamonowego,
kwasu salicylowgo i PABA - kwasu p-aminobenzoesowego, np. INCI:
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Ethylhexyl Triazone), filtry majace szeroki zakres absorpcji obejmuja-
cy zaréwno promieniowanie UV-A, jak i UV-B: Bemotrizinol (INCI:
Bis-Ethylhexyloxyphenol ~ Methoxyphenyl — Triazine),  Bisoctrizole
(INCI: Methylene bis-Benzotriazolyl Tetramethylbutylphenol), pochod-
na benzotriazolu (Drometrizole Trisiloxane) oraz filtry absorbujace
gtéwnie promieniowanie UV-A, np. Benzophenone-3 czy pochodna
benzotriazolu Terephthalylidene Dicamphor Sulfonic Acid [Budzowski
i Gil 2018]. Dlatego w recepturze preparatéw promieniochronnych cze-
sto stosuje si¢ kombinacje filtréw fizycznych i chemicznych, jak rowniez
dobiera si¢ filtry pod wzgledem zakresu absorpcji tak, aby zapewnialy
ochrone zaré6wno w zakresie UV-A, jak i UV-B.

Niestety, syntetyczne filtry chemiczne posiadaja czesto niewystar-
czajaca fotostabilnos¢, przez co po uplywie pewnego czasu od nanie-
sienia preparatu na skore moze nastepowac uszkodzenie chromoforu,
co prowadzi do spadku lub wrecz utraty jego wtasciwosci ochronnych.
Dodatkowo efektem niepozadanym wielu filtréw UV aplikowanych
miejscowo jest ich przenikanie przez skore oraz dziatanie alergizuja-
ce i fotouczulajgce. Majac na uwadze bezpieczenstwo konsumenta, we
wspolczesnej recepturze preparatéw promieniochronnych obok fizycz-
nych i chemicznych filtréw UV dodatkowo wprowadza si¢ substancje
pochodzenia naturalnego, najczesciej w formie ekstraktow roslinnych,
ktore oprocz wlasciwosci antyoksydacyjnych i przeciwzapalnych wyka-
zuja takze dzialanie absorbujace promieniowanie UV. Co wigcej, ich
obecnos$¢ w preparatach promieniochronnych wykazuje dzialanie sy-
nergiczne wzgledem fizycznych i chemicznych filtréw UV oraz tagodzi
skutki negatywnego dzialania promieni stonecznych. Takie rozwigza-
nie zwigksza bezpieczenstwo stosowania preparatéw anty UV nie tylko
przez ograniczenie ilo$ciowe szkodliwych filtréw chemicznych w re-
cepturze kosmetycznej, ale przede wszystkim przez zapewnienie szero-
kiego spektrum dziatania fotoprotekcyjnego.

W rozdziale przytoczone zostaly wyniki badan majgcych na celu
wyjasnienie dzialania promieniochronnego wybranych zwiazkéw po-
lifenolowych.
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Wspotczynnik ochrony przeciwstonecznej - SPF

W celu wyrazenia efektywnosci ochrony produktu kosmetycznego
przed promieniowaniem UV-B stosuje sie wspolczynnik ochrony prze-
ciwstonecznej (SPF, ang. sun protection factor), ktory uznawany jest za
uniwersalny wskaznik stuzacy do opisu skutecznosci produktéw prze-
ciwstonecznych w ochronie skéry przed oparzeniami stonecznymi.
Wspolczynnik ten zostal zdefiniowany jako stosunek minimalnej daw-
ki promieniowania powodujacej rumien na skorze chronionej srodkiem
promieniochronnym w iloéci 2 mg/cm?*do minimalnej dawki promienio-
wania powodujgcej rumien na skorze nie chronionej filtrem UV. Im wyz-
sze stezenie filtru w danym kosmetyku, tym wyzsze ochrona i warto$¢
SPE Preparaty fotoprotekcyjne s klasyfikowane zgodnie z ich wartoscia-
mi SPF, przy czym wartosci od 6 do 10 sg klasyfikowane jako ,minimalna
ochrona przeciwstoneczna’, od 15 do 25 to ,,umiarkowana ochrona prze-
ciwstoneczna’, a produkty przeciwstoneczne o wartosciach SPF 30 i wyz-
szych sg zdefiniowane jako ,wysoka ochrona przed storicem”. Najwyzsza
ochrong zapewniaja produkty kosmetyczne oznaczone jako SPF 50+, co
w praktyce oznacza wartosci SPF > 60.

SPF mozna oznacza¢ metodg bezposrednia in vivo, podajac badany
preparat na skore wybranej grupy ochotnikéw i mierzac dawke promie-
niowania wywolujacg rumien, ktéra nastepnie jest pordwnywana z grupa
kontrolng. W przypadku badan nad zastosowaniem ekstraktow roslin-
nych do celéw kosmetycznych powszechnie stosowana jest przyblizona
metoda in vitro spektrofotometrycznego oszacowania SPE na podstawie
pomiaru absorbancji w zakresie dtugosci fali 290-320 nm. Wartos¢ licz-
bowa SPF oblicza si¢ zgodnie z rownaniem opracowanym przez Mansura
i wsp. [1986], na podstawie sumy przyczynkow bedacych iloczynami ab-
sorbancji badanego ekstraktu roslinnego mierzonej co 5 nm w zakresie
290-320 nm, pomnozonymi przez stalg warto$¢ bedacg iloczynem nate-
zenia $wiatla symulatora stonecznego I ( A ) oraz wielkosci EE ( A ) opi-
sujacej efektywnos¢ wywotywania rumienia dla danej dtugosci fali (ang.
erythemogenic effect). Standardowe wartosci iloczynéw I (A ) i EE (A )
dla $wiatla stonecznego w zakresie 290-320 nm zostaly wyznaczone eks-
perymentalnie i byly kilkakrotnie doprecyzowywane przez réznych auto-
réw [Webb i wsp. 2011].
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SPF= CEx ¥ EE (\) x I (\) x Abs (\)

gdzie:

o EE (1) - efektywnos$¢ wywolywania rumienia dla danej dtugosci fali;

o I (1) - natezenie $wiatla stonecznego;

o Abs (1) - wynik pomiaru absorbancji dla kosmetyku promieniochronnego;
o CF - wspolczynnik korygujacy (=10);

o EE x I - wartosci stale.

Charakterystyka polifenoli
0 dziataniu promieniochronnym

Zwiazki aktywne pochodzenia roslinnego s3 obecnie powszechnie sto-
sowane w recepturze preparatow kosmetycznych. Lecznicze i kosme-
tyczne wlasciwosci ekstraktow roslinnych znane byly juz w starozytno-
$ci, a dynamiczny rozwdj przemystu kosmetyczno-farmaceutycznego
pozwolil na zastosowanie tych ekstraktow takze w fitofarmacji.

Duzg role w kosmetologii przypisuje si¢ polifenolom - zwigzkom or-
ganicznym zawierajagcym co najmniej dwie grupy hydroksylowe (-OH)
przytaczone do pierscienia aromatycznego. Sa to metabolity wtérne ro-
$lin, ktére powstajg na drodze dwoch szlakéw metabolicznych: kwasu
szikimowego i kwasu malonowego. Prekursorem obu szlakéw jest ace-
tylo-CoA [Dudka i wsp. 2016]. Polifenole magazynowane s3 w réznych
cze$ciach roslin, np. w owocach, kwiatach, lisciach i korzeniach. Nadaja
im barwe oraz stanowig ochrone przed réznymi drobnoustrojami cho-
robotworczymi i promieniowaniem UV [Kosiorek i wsp. 2013]. Pelnig
takze funkcje regulatoréw wzrostu i hormonéw [Cook i Samman 1996].

Pod wzgledem budowy chemicznej polifenole naleza do grupy
zwigzkéw organicznych charakteryzujacych si¢ obecnoscia w cza-
steczce jednego lub kilku pierscieni aromatycznych oraz rézng liczba
grup hydroksylowych, ktére warunkujg ich dziatanie antyoksydacyjne.
Aktywno$¢ ta rosnie wraz ze wzrostem liczby grup hydroksylowych
w czasteczce. Do roslinnych zwigzkow polifenolowych naleza: kwasy
fenolowe, flawonoidy, antocyjany, stilbeny oraz lignany [Kosiorek i wsp.
2013]. Duzg réznorodnoscia chemiczng charakteryzujg sie flawonoidy,
ktérych budowa oparta jest na szkielecie flawanu (rycina 40).
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Rycina 40. Struktura flawanu

Podstawowym elementem struktury chemicznej flawonoidéw jest he-
terocykliczny ukfad flawanu, sktadajacy sie z trzech pierscieni, z ktorych
$rodkowy zawiera jeden atom tlenu. Dodatkowo, dzigki obecnosci pier-
$cieni aromatycznych oraz sprz¢zonych ukladéw wigzan podwdjnych,
wiegkszos¢ flawonoidéw ma zdolnos¢ do absorpcji promieniowania UV,
najczesciej w zakresie UV-B. Ponadto niektdre flawonoidy, w tym anto-
cyjany, absorbuja swiatlo widzialne i sg barwne. Natomiast liczne grupy
hydroksylowe pelnig role grup auksochromowych o charakterze elek-
tronowo-donorowym, zwigkszajacych intensywnos$¢ absorpcji $wiatta
i wplywajacych na wzrost intensywnoséci barwy. Na podstawie uktadu
grup funkcyjnych i obecnosci wigzan podwdjnych w obrebie srodkowe-
go, heterocyklicznego pierscienia, dokonano podziatu flawonoidéw na
kilka grup. Najwazniejsze z nich to: katechiny, flawony, flawanony, fla-
wonole i izoflawony [Makowska-Was i Janeczko 2004]. W przyrodzie
wigkszo$¢ flawonoidéw wystepuje w postaci glikozydéw. Reszty cukrow
zwigzane chemicznie z flawonoidami w polaczeniach glikozydowych to
najczesciej: glukoza, galaktoza i arabinoza. Flawonoidy wolne, pozbawio-
ne czasteczki cukru, nazywane tez aglikonami flawonoidowymi, maja
charakter bardziej hydrofobowy i dzigki temu moga by¢ transportowane
przez blony biologiczne w organizmach zywych [Shahidi i Naczk 2005].

Zwigzki polifenolowe sg bardzo wazne nie tylko dla roslin, ale tak-
ze dla zdrowia czlowieka. Wykazujg one wlasciwosci antyoksydacyjne,
chronigc organizm zywy przed stresem oksydacyjnym. Dzialanie takie
ma na celu nie tylko destrukcje reaktywnych form tlenu, ale takze za-
blokowanie wolnych rodnikéw i enzymoéw bioracych udzial w powsta-
waniu reaktywnych form tlenu, jak np. oksydazy ksantynowej, blonowej
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oksydazy NAD(P)H czy mieloperoksydazy. Ponadto zwiazki fenolowe
wykazujg zdolno$¢ chelatowania jonéw metali wielowarto$ciowych, za-
pobiegajac powstawaniu reaktywnego rodnika hydroksylowego. Posred-
nio flawonoidy maja takze zdolno$¢ do zatrzymania kaskady przemian
wolnorodnikowych w enzymatycznej i nieenzymatycznej peroksydacji
lipidéw [Rice-Evans i wsp. 1996].

Ekstrakty roslinne o dziataniu absorpcyjnym w zakresie UV
i przeciwutleniajgcym

Stopien ochrony przed promieniowaniem UV zaréwno fizycznych, jak
i chemicznych filtréw przeciwstonecznych jest w rzeczywistosci stabszy
niz ten przedstawiony na etykietach produktéw kosmetycznych. Co wig-
cej, prace badawcze przeprowadzone przez Haywooda i wsp. [2003] wy-
kazaly, ze nawet filtry przeciwstoneczne o szerokim spektrum dziatania sg
w stanie zahamowac powstawanie wolnych rodnikéw tylko o 55%. Taka
sytuacja wymaga wlaczenia dodatkowych substancji promieniochron-
nych i przeciwutleniaczy, spoza okres$lonej w przepisach prawnych listy
filtrow UV, do preparatéw kosmetycznych w celu nadania dodatkowych
korzysci uzupelniajacych skuteczno$¢ kosmetykow z filtrami UV. Natu-
ralnymi kandydatami do wypelnienia tej luki sg liczne ekstrakty roslinne
otrzymywane z egzotycznych roslin pozyskiwanych w réznych czesciach
$wiata. Najczes$ciej przydatnos¢ nowych preparatéw roslinnych do wyko-
rzystania w kosmetykach promieniochronnych jest szacowana metodami
in vitro, ktore s3 szybsze i mniej kosztochtonne.

W ostatnich latach malezyjscy naukowcy przeprowadzili bada-
nie w celu oceny wlasciwosci przeciwutleniajacych i fotoochronnych
ekstraktu ze skorki Hylocereus polyrhizus, jako aktywnego skladnika
w recepturze kosmetykéw promieniochronnych, metoda in vitro przy
uzyciu technik spektrofotometrycznych [Vijayakumar i wsp. 2020]. Hy-
locereus polyrhizus powszechnie znany jako smoczy owoc lub czerwona
pitaja jest owocem kaktusa z rodzaju Hylocereus o czerwonym migzszu
i rézowej skorce. Ten egzotyczny owoc pochodzi z Meksyku oraz Amery-
ki Srodkowej i Potudniowej, a takze jest uprawiany w krajach Azji Potu-
dniowo-Wschodniej, zaréwno jako roslina ozdobna, jak i jadalna. Smo-
czy owoc zyskal swiatowg popularno$¢ nie tylko dzieki wyraznemu
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fioletowo-czerwonemu zabarwieniu i wyjatkowej slodyczy, ale przede
wszystkim dzieki wysokiej zawartosci substancji o wtasciwosciach an-
tyoksydacyjnych. Dynamiczny rozwdj przetwdrstwa Hylocereus polyr-
hizus powoduje generowanie duzej ilosci produktéw ubocznych - od-
padow, zwlaszcza skorek, ktore sg bogatym zrédlem przeciwutleniaczy,
witamin, blonnika, pektyny oraz barwnika betacyjaniny. Analiza HPLC
etanolowego roztworu skorki smoczego owocu potwierdzita obecnos¢
sze$ciu zwigzkow zaklasyfikowanych do grupy flawonoidéw oraz dwoch
kwasow fenolowych - kwasu galusowego i kwasu synapinowego. Domi-
nujacym skladnikiem okazala si¢ rutyna (rycina 41) - glikozyd kwerce-
tyny, ktorego czgs¢ cukrowy stanowi disacharyd rutynoza ztozony z reszt
glukozy i ramnozy.

Rycina 41. Struktura rutyny

Od lat znana jest wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna rutyny, ktéra
polega na usuwaniu rodnikéw hydroksylowych i nadtlenkowych poprzez
ich redukcje powodujaca ich neutralizacj¢ do bardziej stabilnych i mniej
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reaktywnych form. W przeprowadzonym badaniu catkowita aktywnos¢/
zdolno$¢ antyoksydacyjna etanolowego ekstraktu skorki Hylocereus po-
lyrhizus zostala oceniona metoda fosforomolibdenowa i wahala si¢ na
poziomie 23,76%-31,87%. Ponadto dowiedziono, ze ekstrakt ten posiada
bardzo silny potencjal antyoksydacyjny w poréwnaniu z kwasem askor-
binowym w zakresie neutralizowania wolnych rodnikéw, np. ABTS+
(2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowych)).

Zwiazki fenolowe i flawonoidowe zawarte w skorce egzotycznego
owocu przyczynily sie nie tylko do ogdlnej aktywnosci przeciwutlenia-
jacej, ale takze do wysokiej wartosci SPF i szerokiego spektrum foto-
protekcji przed promieniowaniem UV-A i UV-B. Okreslanie wartosci
SPF przeprowadzono metodg spektrofotometryczng przy dlugosci fali
od 260 do 400 nm. Jako substancje poréwnawcze zastosowano tlenek
cynku oraz dwa dostepne na rynku produkty przeciwsloneczne z dwu-
tlenkiem tytanu i 3-benzofenonem. Wartosci SPF obliczono wedtug za-
leznosci zaproponowanej przez Jodo de Souz¢ Mansura. W pracy oce-
niono wplyw etanolowego ekstraktu Hylocereus polyrhizus o réznych
stezeniach w zakresie od 0,05 do 1,00 mg/ml (0,05, 0,10, 0,25, 0,501 1,00
mg/ml) pod katem jego fotoochronnej aktywnosci przeciwslonecznej,
przy czym uzyskane warto$ci SPF wynosity odpowiednio: 15,38; 22,62;
33,38; 34,351 35,02. Badania potwierdzily wzrost fotoochronnej aktyw-
nos$ci przeciwstonecznej wraz ze wzrostem stezenia ekstraktu Hyloce-
reus polyrhizus. Ponadto warto$ci SPF badanego ekstraktu byly bardzo
zblizone do SPF tlenku cynku i preparatu komercyjnego zawierajacego
dwutlenek tytanu. Wyniki wyraznie pokazuja, ze ekstrakt ten jest do-
brym skladnikiem fotoochronnym, gdyz wykazuje absorbancje w sze-
rokim zakresie UV. Przy najnizszym stezeniu 0,05 mg/ml posiadal on
warto$¢ SPF 15,38. Natomiast w stezeniu 1,00 mg/ml Hylocereus polyr-
hizus wykazywal najwyzsza absorbancje¢ 3,608 przy dlugosci fali 300
nm, a wiec w obszarze UV-B. Ponadto wykazano silny pik absorpcji
w obszarze UV-A o krotkiej dltugosci fali 325 nm, z absorbancja 3,38
[Vijayakumar i wsp. 2020].

Peres i wsp. [2016] réwniez podjeli probe zbadania wptywu ruty-
ny, flawonoidu o wlasciwo$ciach antyoksydacyjnych, na fotostabilnos¢
i wlasciwosci fotoprotekcyjne preparatu kosmetycznego zawierajacego
filtr UV-B (INCI: Ethylhexyl dimethyl PABA; Ethylhexyl methoxycinna-
mate). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze obecnos¢
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rutyny powodowala dodatnig synergie z wykorzystanym filtrem UV-B,
jak réwniez zaobserwowano wzrost skutecznosci fotoochronnej przed
promieniowaniem UV-A. Ponadto prébki zawierajace rutyne byly kom-
patybilne ze skérg ludzka i wykazywatly wyrazny potencjal antyoksyda-
cyjny, tj. o 75% wyzsza zdolnoé¢ neutralizowania wolnych rodnikoéw.
Niestety obecno$¢ rutyny w preparatach analizowanych nie zapobiegata
fotodegradacji filtrow przeciwslonecznych po napromieniowaniu, ale
wykazala podwyzszenie poziomu ochrony, zwlaszcza w zakresie UV-A.
Dodatkowo Tomazelli i brazylijscy wspdtbadacze [2018] dowiedli, ze
rutyna w polaczeniu z filtrami UV podnosi warto$¢ SPF o okolo 70%.

Badania tunezyjskich naukowcéw mialy na celu ocene skutecznosci
dzialania wodnego ekstraktu z lisci rosliny Carpobrotus edulis (rycina
39, s. 115) jako surowca kosmetycznego o dziataniu fotoprotekcyjnym.
Juz wczesniej bylo wiadomo, ze roslina ta jest bogata w naturalne po-
lifenole, ktére stosowane miejscowo wykazuja obiecujace dzialanie
ochronne przed fotouszkodzeniami i odpowiedzig zapalng wywolana
promieniowaniem UV [Saewan i Jimtaisong 2013]. Obecnos¢ zwigz-
kow fenolowych w badanym ekstrakcie oznaczono spektrofotome-
trycznie wedlug metody Folin-Ciocalteu, natomiast catkowita zawar-
to$¢ flawonoidow oceniono metoda autoréw: Lamaison i Carnat, ktéra
polegata na tworzeniu kompleksu flawonoidéw z glinem. Wyniki analiz
fitochemicznych potwierdzily obecno$¢ 20 zwigzkéw polifenolowych.
Najwiekszy udzial procentowy wykazywaly: katechina nalezaca do fla-
wan-3-oli (19,39%), procyjanidyna B2 (16,04%) oraz 3-O-rutynozyd
syringetyny nalezacy do grupy flawanoli (14,28%). Autorzy badan pod-
jeli takze probe porownania skladu jakosciowego i ilosciowego wod-
nych oraz wodno-alkoholowych ekstraktéw z Carpobrotus edulis, przy
czym zawartos$¢ zwigzkéw fenolowych w ekstrakcie wodnym byla pra-
wie dwukrotnie wyzsza niz w wodno-etanolowym. Analiza ekstraktéw
metanolowych wykazala duze zréznicowanie jakosciowe i ilosciowe
w zaleznosci od badanych organéw roslinnych (pedy, korzenie, liscie
i fodyga) oraz okresu zbioru (wiosna, lato, jesien i zima). W metanolo-
wym ekstrakcie z mlodych pedow Carpobrotus edulis zidentyfikowano
floretyne, kwercetyne, katechine, procyjanidyne B2, (-)-epicatechine
i kwas hydroksycynamonowy, natomiast procyjanidyne B2 i (-)- epika-
teching oznaczono w ekstrakcie z korzenia rosliny [Hafsa i wsp. 2016,
Falleh i wsp. 2012].
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Alkoholowy ekstrakt z pedéw Carpobrotus edulis poddano takze ba-
daniom in vitro pod katem jego wlasciwosci przeciwutleniajacych oraz
ocenie aktywnosci fotoprotekcyjnej. W celu oceny aktywnosci fotopro-
tekcyjnej przygotowano emulsje kosmetyczne typu olej w wodzie (o/w)
zawierajace ekstrakt o roznych stezeniach: 2% i 10%. Aktywno$¢ prze-
ciwrodnikowa badanych kremdéw oceniano metoda in vitro poprzez
reakcje z DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl). Preparat zawierajacy
najwiekszg ilos¢ ekstraktu wykazywal najwiekszg aktywnos¢ wzgledem
rodnika DPPH w poréwnaniu z pozostalymi preparatami. Swiadczy
to o wigkszej aktywnosci przeciwrodnikowej wynikajacej z obecnosci
zwigzkow fenolowych, szczegélnie katechiny i procyjanidyny B2, ktore
sg silnymi dezaktywatorami wolnych rodnikdéw.

Aby skutecznie zapobiega¢ uszkodzeniom skéry wywotanym przez
promieniowanie UV, konieczny jest szeroki zakres jego absorpcji. Na
podstawie analizy widma UV badanego ekstraktu podjeto proby osza-
cowania SPF. Analiza spektrofotometryczna w obszarze UV wykazala,
ze wodny ekstrakt z lisci Carpobrotus edulis absorbuje promieniowanie
w zakresach UV-C (190-290 nm), UV-B (290-320nm) i UV-A (320-
400 nm). Wartosci SPF surowego ekstraktu, obliczone na podstawie
wzoru Mansura, wynosily 1,426 i 6,996 odpowiednio dla ste¢zenia
200 i 1000 pg/ml. Uzyskana wartos¢ SPF zblizona do 7 przy stezeniu
1000 pg/ml odpowiadajaca 80-90 procentom blokady UV wskazuje na
duza aktywnos¢ fotoochronng tego ekstraktu. Emulsje kosmetyczne
zawierajace ekstrakt o stezeniu 2% i 10% wykazaly wartosci SPF odpo-
wiednio o 0,646 i 1,626 wyzsze od preparatu bazowego. Ponadto eks-
trakt rodlinny dodany do emulsji o/w w stezeniu 10% wykazywal dobra
aktywnos$¢ przeciwutleniajacg (=70%) i wartos¢ SPF 1,7, co odpowiada
okoto 50 procentom blokady UV [Lassoued i wsp. 2021].

Marecetia taxifolia to endemiczna roslina péinocno-wschodniej Bra-
zylii, nalezaca do rzedu mirtowcoéw. Zawiera znaczng ilos¢ flawonoidow
i jest szczegolnie bogata w kwercetyne (rycina 42).
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Rycina 42. Struktura kwercetyny

Potwierdza to analiza HPLC alkoholowego ekstraktu z lisci Mar-
cetia taxifolia przeprowadzona przez Cost¢ i wsp. [2015]. Podjeli oni
takze badania majace na celu potwierdzenie antyoksydacyjnego dziala-
nia analizowanego ekstraktu za pomoca testu DPPH. Dla etanolowego
ekstraktu z Marcetia taxifolia oznaczono réwniez SPF metoda spektro-
fotometryczna przy wykorzystaniu réwnania Mansura. Aby okresli¢
stopien aktywnosci fotoprotekcyjnej przygotowano wzorcowa emulsje
typu o/w zawierajaca benzofenon-3 jako filtr chemiczny UV oraz czte-
ry proby badawcze — emulsje typu o/w zawierajace ekstrakt z Marcetia
taxifolia o stezeniu: 5, 10, 20 i 30%. Wartosci SPF badanych ekstraktow
byty zalezne od stgzenia — jego wzrost powodowal wzrost SPE. Osiggnieto
réwniez zadawalajacg aktywno$¢ przeciwstoneczng, wymagang prawem
brazylijskim dla kosmetykéw fotoprotekcyjnych (SPF > 6), przekracza-
jac minimum okres$lone przez ANVISA (Brazilian Health Regulatory
Agency). Ponadto wykazano, ze preparaty zawierajace ekstrakt etanolo-
wy Marcetia taxifolia osiagaty wartosci SPF zblizone do czesto stosowane-
go w przemysle kosmetycznym filtra chemicznego benzofenonu-3. Mar-
cetia taxifolia ma wigc duzy potencjal do wykorzystania jako naturalny
filtr przeciwsloneczny.

Aktywnos¢ fotoprotekcyjng potwierdzono takze w przypadku eks-
traktu z liSci oliwki europejskiej (Olea europaea) [da Silva i wsp. 2019].
Liscie oliwne, stanowigce produkt odpadowy, zawieraja wiecej polifenoli
niz oliwa z oliwek. Sktadnikiem polifenolowym o najwyzszej zawartosci
w badanym ekstrakcie jest oleuropeina (rycina 43) nalezaca do pochod-
nych kumaryny zwanych sekoirydoidami.
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Rycina 43. Struktura oleuropeiny

Aby okresli¢ potencjal fotoochronny lisci Olea europaea przepro-
wadzono badania in vitro na 20-procentowym standaryzowanym eks-
trakcie oleuropeiny. Oprécz analizy absorpcji promieniowania UV
oraz badania aktywnosci antyoksydacyjnej przy zastosowaniu testu
DPPH, oceniono takze potencjalne dzialanie fotoochronne i antymu-
tagenne oleuropeiny po naswietlaniu sztucznym $wiatlem UV, symulu-
jacym dawke promieniowania odpowiadajaca ekspozycji srodowiskowej
w Brazylii latem. Ponadto przygotowano promieniochronne emulsje ko-
smetyczne typu o/w stuzace jako preparaty poréwnawcze. Emulsje te za-
wieraly chemiczne filtry UV: benzoesan hydroksybenzoiloheksylu (INCI:
Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoate), metoksycynamonian
etyloheksylu (INCI: Ethylhexyl Methoxycinnamate) oraz Octocrylene.
Nastepnie wprowadzano do nich badany ekstrakt, celem zbadania SPF
metodg transmitancji spektralnej UV. Uzyskane wyniki poréwnano
z warto$ciami SPF dla analogicznych emulsji typu o/w zawierajacych
niestandaryzowany ekstrakt Polypodium leucotomos oraz resweratrolu.
W zakresie nizszych stezen ekstrakt z lisci Olea europaea uzyskal wyz-
sze warto$ci SPF, nawet w pordwnaniu z resweratrolem, ktory wykazuje
silng absorpcje w zakresie UV-B. W odniesieniu do aktywnosci prze-
ciwutleniajacej, zdolnos¢ oleuropeiny do dezaktywacji rodnika DPPH
jest podobna do resweratrolu i wyzsza niz witaminy C i E. Potwier-
dzono takze, ze ekstrakt z lisci oliwnych wykazuje wyzsza aktywnos¢
przeciwutleniajaca niz sama oleuropeina. Oprocz oleuropeiny zawiera
on takze inne zwiazki polifenolowe, ktoére odpowiadaja za jego wysoka
aktywnos$¢ antyoksydacyjna, wykazujac synergiczne dzialanie. To bada-
nie potwierdza stuszno$¢ stosowania ekstraktu z lisci oliwnych w recep-
turze preparatow promieniochronnych jako naturalnych sktadnikow



5. Przeglad wiasciwosci naturalnych zwigzkéw polifenolowych 131

o dzialaniu fotoprotekcyjnym i antyoksydacyjnym, wykazujacych efekt
synergiczny w polaczeniu z chemicznymi filtrami UV, skutkujacy po-
prawa SPF [da Silva i wsp. 2019].

Sprawdzono takze dziatanie fotoochronne jedenastu ekstraktéw wod-
no-metanolowych z naturalnie wystepujacych na wyspie Cejlon roélin
o dziataniu leczniczym, stosowanych w tradycyjnej medycynie. W celu
okreslenia zdolnosci fotoprotekcyjnych badanych ekstraktow zmierzono
absorpcje UV, a SPF obliczono zgodnie z réwnaniem Mansura. Za ma-
terial referencyjny postuzyly dwa dostepne na rynku produkty ochrony
przeciwslonecznej zawierajace chemiczny filtr UV (INCI: Benzopheno-
ne-4) i filtr mineralny - TiO, (INCI: Titanium Dioxide). Sposréd przeba-
danych ekstraktow, szes¢ wykazato SPF > 25, byty to ekstrakty z: Atalan-
tia ceylanica, Hibiscus furcatus, Leucas zeylanica, Mollugo cerviana, Olax
zeylanica 1 Ophiorrhiza mungos. Uzyskane wartoéci SPF byly wyzsze niz
poréwnawcze wartoéci SPF dwdch komercyjnych kreméw fotoochron-
nych [Napagoda i wsp. 2016]. Podsumowujac, przebadane ekstrakty
rodlinne poza dziataniem fotoochronnym wykazywaly takze dziatanie
antyoksydacyjne, co potwierdza, ze opracowany na ich podstawie filtr
przeciwstoneczny moze wzmocnic¢ system obronny organizmu przed po-
wstawaniem wolnych rodnikéw indukowanych promieniowaniem UV,
zapewniajac w ten sposob lepsza fotoochrone.

Preparaty roslinne o wielokierunkowym dziataniu fotoprotekcyjnym

Drugie podejscie do oszacowania dziatania ochronnego polifenoli przed
niekorzystnym wplywem promieniowania ultrafioletowego polega na
bezposrednich obserwacjach skory ludzkiej lub zwierzecej pokrytej ma-
$cig lub kremem zawierajagcym badane zwigzki chemiczne, naswietlanej
promieniami o odpowiedniej diugosci fali. Ta grupa metod jest okreslana
mianem in vivo, gdyz obejmuje badania z udziatem organizméw zywych.
Whioski mozna wycigga¢ na podstawie makroskopowej obserwacji skory,
zmian mikroskopowych, a takze zmian stezen metabolitow. SPF, zgodnie
z miedzynarodowa procedurg, oznaczany jest na podstawie poréwnania
minimalnych dawek promieniowania UV powodujacych rumien na sko-
rze (MED, ang. minimum erythemal dose) chronionej badang mieszaning
filtréw oraz na skdrze nie chronione;j.
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Tarczyca bajkalska (Scutellaria baicalensis) to wieloletnia roslina z ro-
dziny Lamiaceae, wykorzystywana powszechnie w tradycyjnej medycy-
nie chinskiej, gdzie znana jest pod nazwa Huang Qin, co oznacza ,zlote
ziolo”. Naturalnie wystepuje na obszarze srodkowej i wschodniej Azji -
Syberia, pétnocne Chiny, Pétwysep Koreanski i Japonia. Szczegdlnie cen-
ny dla kosmetologii jest wyciag z korzenia tarczycy bajkalskiej, ktéry wy-
kazuje dzialanie przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne.
Ekstrakt bogaty jest w zwiazki flawonoidowe, z ktérych najistotniejsze to
bajkalina (rycina 44), bajkaleina i wagonina.
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Rycina 44. Wzor strukturalny bajkaliny

Koreanscy naukowcy podjeli proby okreslenia antyoksydacyjnego i fo-
toprotekcyjnego dzialania butanolowego ekstraktu z korzenia Scutellaria
baicalensis [Seok i wsp. 2016]. Przeprowadzone badania wykazaly silng
absorpcje promieniowania UV oraz wysoka aktywnos¢ neutralizowania
wolnych rodnikéw wobec DPPH i ABTS+. Aby potwierdzi¢ skuteczng
ochrone przed promieniowaniem UV ekstraktu z korzenia Scutellaria
baicalensis, dokonano poréwnania aktywnosci dwéch kremow: jeden za-
wieral mineralny filtr UV - tlenek cynku (ZnO) w stezeniu 24%, a drugi
poza ZnO zostal wzbogacony w 5-procentowy ekstrakt z korzenia tar-
czycy bajkalskiej. Badanie in vivo przeprowadzone na ludziach potwier-
dzilo, ze oba kremy nie powodowaly podraznien skory, a krem zawiera-
jacy wylacznie ZnO wykazywatl wartos¢ SPF 17,8. W przypadku kremu
wzbogaconego w 5-procentowy ekstrakt z Scutellaria baicalensis wartos¢
SPF wzrosta do 22,7 [Peres i wsp. 2018]. Badanie to dowodzi, ze ekstrakty
z korzenia tarczycy bajkalskiej sa przydatne jako bezpieczne dodatki ko-
smetyczne zapewniajace ochrone przed promieniowaniem UV.
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Kwas ferulowy jest zwigzkiem fenolowym powszechnie wystepuja-
cym w jadalnych i uprawnych organizmach roslinnych. W celu zbada-
nia promieniochronnych wtasciwosci tego kwasu brazylijscy badacze
sporzadzili dwie emulsje zawierajace standardowa mieszanke dwdch
ogodlnie dostepnych filtréw organicznych: Ethylhexyl triazone (5%) oraz
Bis-ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine (10%), przy czym druga
emulsja zawierala dodatkowo kwas ferulowy o stezeniu 1%. Nastepnie
oznaczono warto$¢ SPF metoda in vivo z udzialem ochotnikéw, ktérym
zaaplikowano badane emulsje na fragment skory plecow, ktdrg nastepnie
poddawano naswietlaniu lampa UV o spektrum zblizonym do $wiatta
stonecznego. Emulsje zawierajace dodatek kwasu ferulowego wykazywa-
ty SPF = 26, czyli wyzszy o ponad 6 jednostek w poréwnaniu z emul-
sjami bez kwasu ferulowego, co daje 32-procentowy wzrost SPE. Zmie-
rzono réwniez wspotczynnik UVA-PF (UVA-protection factor) — ochrony
dla $wiatta UV-A, ktéry da sie wyznaczy¢ wylacznie metoda in vitro na
podstawie pomiaréw transmitancji w zakresie 290-400 nm. Dla emulsji
z kwasem ferulowym uzyskano warto$¢ UVA-PF 14, tj. o 24% wyzsza
w poréwnaniu z emulsjg bez tego skladnika. Tak znaczny wzrost przy
niewielkiej zawarto$ci kwasu ferulowego nie moze wynika¢ wylacznie
z absorpcji UV przez ten skladnik, lecz §wiadczy o wystagpieniu efektu
synergicznego [Peres i wsp. 2018]. Wyjasnieniem tego efektu moze by¢
silne dziatanie przeciwutleniajace kwasu ferulowego, ktoére zostato po-
twierdzone dodatkowo pomiarami poréwnawczymi aktywnosci przeciw-
utleniajgcej metoda ex vivo, polegajaca na pomiarze stopnia peroksydacji
lipidéw w prébkach zewnetrznej warstwy stratum corneum ochotnikéw
bioracych udzial w badaniu.

Podobne pomiary poréwnawcze przeprowadzono w celu zbadania
wplywu glikolowego ekstraktu z owocodw wystepujacej naturalnie w Bra-
zylii palmy euterpy warzywnej (Euterpe oleracea), czyli jagod agai (ryci-
na 46, s. 146). Wartosci SPF zostaly oznaczone metoda in vivo z udzialem
ochotnikéw. Przeprowadzono badania poréwnawcze dla receptur zawie-
rajacych standardowe mieszanki filtréw organicznych: 7% PABA i 3%
Benzophenone-3, z dodatkiem oraz bez badanego ekstraktu, uzyskujac
SPF odpowiednio 25,3 i 22,5. Natomiast UVA-PF wyliczono metodg in
vitro na podstawie pomiaréw transmitancji w standardowym zakresie
UV-A. Okazalo sig, ze dodatek ekstraktu z jagod agai, zawierajacy duze
stezenie polifenoli, w tym przede wszystkim antocyjanéw, nie powodowat
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znaczacego podwyzszenia SPF przy nie zmienionym stosunku SPF do
UVA-PF [Daher i wsp. 2014]. Biorac pod uwage znane i potwierdzone
przez wielu autoréw dzialanie przeciwutleniajace jagdd agai, stabe wyniki
zastosowania ekstraktu w recepturach kosmetykéw promieniochronnych
mogga by¢ zaskakujace. Autorzy publikacji ttumacza ten efekt trudnoscia-
mi w doborze oraz wplywem skfadnikéw pomocniczych, w tym polime-
rycznych $rodkéw powierzchniowo czynnych, zapewniajacych stabilnos¢
badanych emulsji.

W przypadku oznaczenia SPF dla ekstraktow z zielonej oraz bialej her-
baty metoda in vivo grupa badaczy z USA zastosowala inng procedure.
Sporzadzono zele zawierajace badane ekstrakty, bez dodatku handlowych
filtréw UV. Fragmenty skory ochotnikéw naswietlano przy pomocy lamp
UV symulujgcych promieniowanie stoneczne az do osiagnigcia MED. Po-
przez poréwnanie z probami kontrolnymi wykazano, ze obie mieszanki
posiadaja SPF zblizony do 1, przy czym dla bialej herbaty ta wartos¢ jest
nieznacznie wyzsza, co pozostaje w zgodzie z danymi wskazujacymi na
wyzsze stezenie polifenoli, w tym gléwnie galusanu 3-epigallokatechiny,
w ekstrakcie z bialej herbaty [Camouse i wsp. 2009]. Autorzy prowadzili
réwnolegle analize ilosci uszkodzonych przez ultrafiolet komodrek uktadu
odporno$ciowego, w tym komorek Langerhansa, na podstawie badan an-
tygenowych bialka CD1a, a takze badania stopnia uszkodzen DNA pod
wplywem promieniowania UV na podstawie zawartosci 8-hydroksy-2’-
-deoksyguanozyny, bedacej produktem utlenienia kwaséw nukleinowych
z DNA. Badania wykazaly, ze naniesione na skdre mieszanki zawierajace
ekstrakty zar6wno zielonej, jak i bialej herbaty, w znacznym stopniu za-
pobiegaja negatywnym zmianom zachodzacym w skdrze pod wptywem
promieniowania ultrafioletowego. Zdaniem autoréw swiadczy to o tym,
ze dzialanie promieniochronne obydwu ekstraktéw herbacianych nie
wynika tylko z absorpcji promieniowania UV przez sktadniki ekstraktu,
ale dowodzi oddziatywania polifenoli na funkcjonowanie uktadu odpor-
no$ciowego wewnatrz skory.

Wezesniejsze badania wlasciwosci promieniochronnych ekstraktu
z zielonej herbaty, réwniez przeprowadzone w USA z udzialem grupy
ochotnikéw, wykazaly dzialanie ochronne tego ekstraktu przed negatyw-
nym wplywem ultrafioletu na negatywne zmiany histologiczne w skorze,
w tym zniszczenie komorek przez promienie UV, uszkodzenia komdrek
Langerhansa, a takze uszkodzenia DNA.
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Aplikacja na skdre roztworéw mieszanki wyselekcjonowanych poli-
fenoli z zielonej herbaty, w tym galusanu 3-epigallokatechiny, galusanu
3-epikatechiny, a takze (-)-epigallokatechiny i (-)-epikatechiny, pozwala-
ta na znaczne obnizenie poziomu apoptozy keratynocytéow przy naswie-
tlaniu lampg UV emitujaca $wiatlo stloneczne w dawkach dwukrotnie
przekraczajacych dawke MED, oznaczang indywidualnie dla pacjentéw.
Przeprowadzono takze poréwnanie dzialania promieniochronnego po-
wyzszej mieszanki z kazdym z wyizolowanych, czystych sktadnikéw.
Oryginalna mieszanka polifenoli dafa najlepszy wynik obnizenia rumie-
nia na skoérze pod wptywem dawki UV réwnej dwukrotno$ci MED; dos¢
dobre wyniki uzyskano réwniez przy zastosowaniu obu katechin z przy-
faczong reszta kwasu galusowego. Natomiast katechiny pozbawione
reszty kwasu galusowego dzialaly znacznie stabiej [Elmets i wsp. 2001].
Wazna dla zrozumienia mechanizmu dziatania tych zwigzkow byta ob-
serwacja, ze galusany katechin zapewniaja ochrone przed szkodliwym
wplywem zaréwno promieniowania UV-B, jak i UV-A, pomimo tego,
ze widmo absorpcyjne tych zwigzkéw wykazuje stabg absorpcje zakresie
UV-A. Swiadczy to o wystepowaniu dodatkowego mechanizmu ochron-
nego, ktory moze wplywac na synergie dziatania z tradycyjnymi filtrami
organicznymi, ale nie polega na absorpcji promieniowania.

Interesujace wyniki uzyskano podczas badan odwaru z hipokotyli,
czyli dolnych czesci todyg rosnacej na duzych wysokosciach w peru-
wianskich Andach endemicznej rosliny pieprzyca peruwianska (Lepi-
dium meyenii), zwanej lokalnie macg. Badania zostaly przeprowadzone
na znieczulonych szczurach szczepu Wistar, ktérych wygolone fragmen-
ty grzbietéw byly naswietlane promieniami ultrafioletowymi w roz-
nych, $cisle okreslonych zakresach, w tym oddzielnie UV-A, UV-B oraz
UV-C. Zidentyfikowano zmiany histologiczne zachodzace pod wpltywem
dlugotrwalego naswietlania u badanych szczuréw, m.in. nienaturalne
zwiekszenie grubosci naskdrka. Podanie na skdre szczuréw wodnego od-
waru z Lepidium meyenii zapobiegalo negatywnym zmianom zachodza-
cym w naskdrku dla wszystkich trzech badanych zakreséw ultrafioletu.
Szczegolowe pomiary rozrostu naskorka szczuréw wykazaly, ze odwar
z macy zapewnia wyzszy stopien ochrony niz komercyjnie dostepny filtr
o SPF 30, uzyty w probach kontrolnych. Biorac pod uwage wyjatkowo
szeroki zakres ochrony przed promieniami UV badanego ekstraktu,
obejmujacy takze promieniowanie UV-C, ekstrakt z Lepidium meyenii
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moze by¢ uwzgledniany jako cenny skladnik recepturowy. Wykorzystany
do badan hipokotyl badanej rosliny jest jadalny i znany w lokalnej medy-
cynie naturalnej. Autorzy zwracaja uwage, ze pieprzyca peruwianska ro-
$nie w Andach, na wysokosciach przekraczajacych 4000 m n.p.m., w wa-
runkach zwigkszonego narazenia na promieniowanie UV-C, co wplywa
na podwyzszenie zawarto$ci substancji ochronnych w roslinach, w tym
polifenoli. Na sktad ekstraktu wplywal takze sposdb jego przygotowania,
gdyz odwar o najlepszych wlasciwosciach promieniochronnych posiadat
zawarto$¢ polifenoli wynoszaca 1,36 g zwigzkow polifenolowych na 100 g
suszonego i liofilizowanego ekstraktu, czyli o 75% wyzsza od ekstraktu
sporzadzanego na zimno, ale takze wykazywal nieco inne widmo absorp-
cyjne w zakresie UV w poréwnaniu z ekstraktem otrzymanym w niskiej
temperaturze. Moze to $wiadczy¢ o przemianach chemicznych w cza-
steczkach polifenoli zachodzacych pod wplywem temperatury. Autorzy
spektrofotometrycznie oznaczyli przyblizong zawartos¢ polifenoli, przy
zastosowaniu pirogalolu jako wzorca, jednak nie dokonali identyfikacji
sktadnikow, wskazujac, ze drugim istotnym sktadnikiem majacym wplyw
na niezwykte wlasciwosci odwaru z Lepidium meyenii jest glukozynolan
benzylu [Gonzales-Castafieda i Gonzales 2008].

Jako przetworzony material pochodzenia roélinno-zwierzecego moz-
na traktowac réwniez propolis, czyli kit pszczeli. Gatunki propolisu otrzy-
mywane w réznych regionach §wiata r6znig si¢ sktadem. Wodno-alkoho-
lowy ekstrakt brazylijskiego czerwonego propolisu o wysokiej zawartosci
flawonoidéw, w tym gléwnie formononetyny, daidzeiny oraz biochani-
ny, po usunigciu rozpuszczalnika zostal wprowadzony w sklad emulsji
testowanych pod wzgledem ochrony przed promieniowaniem UV na
szczurach albinosach szczepu Holtzman. Badane emulsje naniesiono
na wygolone fragmenty grzbietéw gryzoni, ktére nastgpnie poddawano
naswietlaniu ultrafioletem. Dla poréwnania, analogiczne eksperymenty
wykonano z dodatkiem dostgpnego handlowo filtru Benzophenone-3.
Na podstawie analizy zmian patologicznych powstatych na skorze gry-
zoni ustalono, ze ekstrakt z propolisu wykazywal dzialanie ochronne
w stopniu bardzo zblizonym do szeroko stosowanej pochodnej benzo-
fenonu. Autorzy badan sugeruja, ze wysoki stopien ochrony przed po-
waznymi skutkami naswietlania duzymi dawkami promieniowania UV,
obejmujgcymi zaréwno naskorek, jak i skore wlasciwa, moga wynikaé nie
tylko z wlasciwosci absorpcyjnych polifenoli, ale réwniez z ich dziatania
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przeciwzapalnego [Batista i wsp. 2018]. Dodatkowym argumentem po-
twierdzajacym aktywno$¢ przeciwzapalng jest stwierdzenie obnizania
w naswietlanych promieniowaniem UV fragmentach skéry poziomu en-
zymu mieloperoksydazy, ktdra jest uwalniana w reakcjach zapalnych.

Informacje istotne dla zrozumienia dziatania biologicznego polifenoli
mozna uzyskac takze metodami in vitro. Taka metodologi¢ zastosowa-
no podczas badania dzialania promieniochronnego wodno-etanolowego
ekstraktu z pestek czerwonych winogron uprawianych w Rumunii. Uzy-
skano ekstrakt zawierajacy okolo 3400 mg zwigzkéw fenolowych na litr,
w przeliczeniu na kwas galusowy. Gléwnymi skladnikami ekstraktu byly
katechiny, procyjanidyny oraz antocyjanidyny, a takze wolny kwas galu-
sowy. Otrzymany ekstrakt dodawano do hodowli komérkowych keraty-
nocytéw HaCaT, ktére naswietlano lampa UV emitujaca szerokopasmo-
wo w zakresie UV-B, po czym badano stopien przezywalnosci komorek,
jak réwniez st¢zenia metabolitow, w tym malonodialdehydu bedacego
produktem wolnorodnikowego utlenienia lipidéw. Ustalono, ze ekstrakt
z pestek czerwonych winogron posiada wlasciwosci promieniochron-
ne, a jego dodatek znacznie zmniejsza procent apoptozy hodowlanych
komorek pod wptywem $wiatta UV. Ponadto badany ekstrakt powoduje
znaczne obnizenie poziomu malonodialdehydu w naswietlanych promie-
niami UV liniach komérkowych w poréwnaniu z préba kontrolng, co
jest dowodem na silne dzialanie przeciwutleniajgce sktadnikéw ekstraktu
[Perde-Schrepler i wsp. 2013]. Wynik ten jest potwierdzeniem wczesniej-
szych badan aktywno$ci antyoksydacyjnej przy udziale stabilnego rodni-
ka DPPH.

Pod wzgledem wiasciwosci promieniochronnych zostal przebadany
réwniez etanolowy ekstrakt z kwiatéw drzewa herbacianego, zwane-
go rowniez kajeputowym (Melaleuca leucadendron), a wiec roliny po-
wszechnie wystepujacej w Australii oraz poludniowo-wschodniej Azji.
Uzyskany ekstrakt posiadal wysoka zawartos¢ zwigzkow fenolowych,
w tym tanin - okolo 154 mg/1 g ekstraktu, w przeliczeniu na kwas galu-
sowy, natomiast zawartos$¢ flawonoidéw byla znacznie nizsza. Wtasciwo-
$ci promieniochronne ekstraktu zostaly sprawdzone eksperymentalnie
metoda in vitro z udziatem linii komdrkowej keratynocytow HaCaT. Do
hodowli komérkowych wprowadzano badany ekstrakt w réznych steze-
niach, a nastepnie naswietlano je ultrafioletem w zakresie UV-B. Auto-
rzy przeprowadzili szereg badan biochemicznych dotyczacych stezenia
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enzymow oraz metabolitow. Na podstawie badan poziomu kilku enzy-
mow metodg western blot wykazano, Ze badany ekstrakt blokuje wzrost
poziomu enzymu cyklooksygenazy COX-2, ktéry wystepuje w przypad-
ku wzrostu stezenia wolnych rodnikéw wewnatrz komorek, posrednio
przyczyniajac si¢ do obnizenia standéw zapalnych, jak réwniez hamuje ak-
tywnos¢ tego enzymu [Bianchini Silva i wsp. 2020]. Dane dla podobnych
zwigzkéw [Al.-Sayed i wsp. 2020] wskazuja, ze polifenole z grupy tanin
oddzialuja na uktad odpornoséciowy poprzez obnizanie poziomu niektd-
rych cytokin, w tym IL-1f, IL-6, TNF-a, a takze obnizanie aktywnosci
enzymu syntazy tlenku azotu (iNOS) oraz prostaglandyn.

Podsumowanie

Powyzsze dane literaturowe pozwalajg na syntetyczne spojrzenie na
promieniochronne dzialanie zwigzkéw polifenolowych. W literaturze
dostepnych jest bardzo wiele przykladoéw korzystnego dzialania polife-
noli na organizm ludzki, w szczegdlnosci na skore cztowieka poddawa-
ng dzialaniu $wiatla UV, pochodzacego tak ze $wiatla stonecznego, jak
i ze sztucznych zrédet. Zdolnos¢ polifenoli do przenikania do gltebszych
warstw skory, rozna dla réznych przykladéw, powoduje, ze korzysé z ich
dzialania promieniochronnego objawia si¢ zaréwno na powierzchni
skory, w postaci podwyzszenia zewnetrznej ochrony przed promienio-
waniem UV dajacej si¢ opisa¢ przy pomocy SPE jak i wewnatrz skory,
obnizajac stres oksydacyjny i podwyzszajac bariere ochrony przeciwno-
wotworowe;j.

Dziatanie promieniochronne polifenoli opisywane jest czesto jako sy-
nergiczne wzgledem dopuszczonych do stosowania w kosmetykach fil-
tréow UV. Rézne grupy badaczy, poprzez zastosowanie przyjetych meto-
dologii badan, zwracaja uwage na wybrane aspekty dzialania ochronnego
polifenoli. Jednak zestawione razem dane wskazuja na wielokierunkowe
dziatanie tych zwigzkow, obejmujace zaréwno dzialanie fizyczne, czyli
absorpcje ultrafioletu przez uklady chromoforowe czasteczek, dzialanie
chemiczne poprzez reakcje utleniania-redukcji prowadzace do dezak-
tywacji wolnych rodnikéw, a takze dzialanie biologiczne, a wigc wplyw
na procesy biochemiczne zachodzgce wewnatrz komoérek naswietlanych
ultrafioletem. Przy obecnym stanie wiedzy mozna wyrézni¢ dwa gtéwne
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rodzaje dzialania biologicznego polifenoli zwigzane z ich dzialaniem
promieniochronnym: przeciwzapalne oraz immunomodulacyjne. Z du-
zym prawdopodobienistwem mozna zalozy¢, ze bardziej zaawansowane
badania moga dostarczy¢ dowodéw na kolejne mechanizmy dzialania
polifenoli w warunkach stresu oksydacyjnego. Przykladowo, pojawialy
sie sugestie, ze polifenole moga wplywac na przyspieszenie mechanizmu
naprawczego DNA uszkodzonego podczas dlugotrwalego naswietlania
ultrafioletem, jednak mechanizm takiego dzialania nie zostal do konca
poznany.

Biorac pod uwage, ze poziom ochrony przed promieniowaniem UV
oferowany przez ekstrakty roélinne oraz czyste polifenole nie zawsze jest
wystarczajacy do samodzielnego zapewnienia wysokiej ochrony, polife-
nole powinny stanowi¢ cenne dodatki skutecznie podnoszace poziom
ochrony kosmetykéw promieniochronnych. Polifenole stanowig, obok
powszechnie stosowanych filtréw mineralnych i organicznych, dodatko-
wy filar ochrony niezbedny dla skutecznego zabezpieczenia naszej skory
przed wszelkimi skutkami wynikajacymi z przyjmowania dawek promie-
niowania UV.






Rycina 45. Jagody boréwki bagiennej (Vaccinium uliginosum).
Fot. Tomasz Wilk
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Streszczenie

W catej Unii Europejskiej za nader obiecujgce zrédto polifenoli uwaza sie pestkowce
euterpy warzywnej (Euterpe oleracea Mart.), zwane w handlu ,jagodami acai”. Prze-
konanie o ich wysokich walorach zdrowotnych moze by¢ jednak btedne. Ogrom-
ny potencjat posiadaja za to liczne Ericaceae rodzace jadalne jagody. W rozdziale
omoéwiono kilka dotychczas nieuprawianych gatunkéw, jakie warto udomowig,
zwlaszcza Vaccinium angustifolium Ait., Vaccinium myrtilloides Michx. i kompleks
Empetrum nigrum L./Empetrum hermaphroditum Hagerup. Przedstawiono wy-
zwania i mozliwosci uprawy oraz hodowli tych roslin uwzgledniajac szerokie tto
ich biologii i ekologii. Mniej znane wrzosowate nie wymagaja mocno torfiastych
podtozy, niezbednych boréwce wysokiej i zurawinie wielkoowocowej, co pozwoli
zredukowac slad weglowy oraz lepiej chroni¢ ostatnie mokradta Europy. Posiadanie
wiasnych, nowych zZrédet polifenoli uczyni Europe mniej zalezna od jagdd acai oraz
pozostatych owocéw egzotycznych, co jest istotne w dobie zrywania sie taricuchéw
dostaw podczas kolejnych fal pandemii.

Stowa kluczowe: Euterpe oleracea; Vaccinium angustifolium; polifenole; uprawa

Abstract
Biology, ecology and cultivation
of some lesser known edible polyphenole rich plants

In the entire European Union the drupes of the vegetable euterpa (Euterpe olera-
cea Mart.), known as ,acai berries’, are considered to be a very promising source of
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polyphenols. However, the belief about their high health values may be wrong. How-
ever, numerous Ericaceae, producing edible berries, have enormous potential. This
chapter discusses a number of heretofore uncultivated species worth domesticating,
notably Vaccinium angustifolium Ait., Vaccinium myrtilloides Michx. and the Empetrum
nigrum L./Empetrum hermaphroditum Hagerup. The challenges and possibilities of
their cultivation and breeding were presented against a broad background of their bi-
ology and ecology. Less known heather plants do not require highly peaty substrates,
necessary for northern highbush blueberry and large-fruited cranberry, which will re-
duce the carbon footprint and better protect the last European wetlands. Having its
own, new sources of polyphenols will make Europe less dependent on acai berries
and other exotic fruits, which is important in times when supply chains break down
during pandemic waves.

Key words: Euterpe oleracea; Vaccinium angustifolium; polyphenols; cultivation

Wprowadzenie

Pestkowce euterpy warzywnej (Euterpe oleracea Mart.), znane pod han-
dlowa nazwa ,jagody acai’, sa uwazane w Unii Europejskiej za cenne
zrodto polifenoli [Fern 1997, Brondizio i wsp. 2002, Barros i wsp. 2015,
de Oliveira i wsp. 2015]. Jednak niezalezne badania dietetyczne i bioche-
miczne weryfikujg opinie o wysokim stezeniu polifenoli w jagodach acai
i ich aktywnosci biologicznej, a ogromne walory zdrowotne owocéw eu-
terpy okazuja sie jedynie zrecznym chwytem marketingowym [Kuskoski
i wsp. 2006, Gallori i wsp. 2004, Joven i wsp. 2014].

Ogromny, naukowo potwierdzony potencjal posiadaja za to liczni
przedstawiciele rodziny wrzosowatych (Ericaceae Juss.), rodzacy jadal-
ne jagody [Prencipe i wsp. 2014, Kalemba-Drozdz, Cierniak i wsp. 2020]
(rycina 45, s. 141). W rozdziale oméwiono kilka dotychczas nie uprawia-
nych gatunkéw, jakie warto udomowié, zwlaszcza Vaccinium angustifo-
lium Ait., Vaccinium myrtilloides Michx. i kompleks gatunkéw in statu
nascendi Empetrum nigrum L./Empetrum hermaphroditum Hagerup. Za-
prezentowano wyzwania i mozliwosci uprawy oraz hodowli tych roslin
uwzgledniajac szerokie tlo ich biologii i ekologii.

Euterpa warzywna jako Zrodto jagdd acai

Euterpa warzywna, inaczej warzywnia warzywna (Euterpe oleracea Mart.,
syn. Catis martiana Cook, Euterpe brasiliana Oken, E. beardii L.H. Ba-
iley, E. cuatrecasana Dugand), nalezy do rodziny palm wtasciwych
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(arekowatych; Arecaceae Bercht. & J. Presl.) i podrodziny arekowych
Arecoidae Beilschmied. Wywodzi sie z Ameryki Potudniowej i stala si¢
intensywnie uprawiana w calej strefie miedzyzwrotnikowej pod koniec
XX w. Euterpa charakteryzuje si¢ pierzastymi lis¢mi osiggajacymi do
3,5 m dlugosci zebranymi na szczycie prostego, smuklego pnia, ktory
wyrasta nierzadko na wysoko$¢ ponad 25 m. Kwiatostan euterpy jest
rozgaleziony, obuplciowy, zlozony z setek kwiatéw o czerwonej koronie
i bialym kielichu (rycina 46).

Euterpa warzywna wywodzi si¢ ze stanowisk w nadrzecznych lasach
i mokradlach Brazylii, wystepujac na obszarze od Trynidadu i Toba-
go oraz Wenezueli po Ekwador. Stuzyla rdzennym mieszkancom tych
ziem, a potem rowniez konkwistadorom jako material konstrukcyjny.
Klodziny (pnie palmy) wykorzystywano jako budulec oraz opal, z lisci
pleciono okrycia, kosze i maty, natomiast ,,serc palmowych” uzywano
jako warzyw. Spozywano takze marynowane i solone kwiatostany. Popu-
larno$¢ owocow euterpy jako lekarstwa i pokarmu dla ludzi gwalttownie
wzrosta pod koniec XX w. Pod wzgledem botanicznym jagoda acai jest
fioletowo-czarnym lub zielonym pestkowcem o $rednicy okoto 25 mm,
przypominajacym nieco budowg orzecha wiloskiego albo pekana. Owoc
euterpy zbudowany jest z trzech warstw: na zewnatrz znajduje sie skorza-
sty egzokarp, dalej widknisty lub miesisty, raczej cienki mezokarp, gru-
by na 1 mm, oraz zdecydowanie bardziej obszerny endokarp stanowig-
cy 60-85% masy catego owocu, ktéry wewnatrz kryje wlasciwe nasiono
mierzace 7-10 mm. W jednym owocostanie moze znajdowac sie okoto
500-900 owocow. Euterpa zawigzuje owoce przez caly rok, ale zbiera si¢
je zwykle dwukrotnie. Ogromne zapotrzebowanie na sok, pulpe i susz
owocowy spowodowalo wzrost zainteresowania endocarpem acai wy-
rzucanym przedtem jako odpad produkcyjny. Wczesniej niestosowane
sposoby wykorzystania euterpy to np.: produkcja podtozy dla storczykéw
i paprotnikéw, jak réwniez szersze uzycie tychze ,,pestek” w kosmetyce
oraz analityce chemicznej [Podbielkowski 1989, Murrieta i wsp. 1999,
Heinrich i wsp. 2011, Cymerys i wsp. (cop.) 2011].

Stwierdzono, ze $rednia zawarto$¢ polifenoli w owocach euterpy
warzywnej jest mniejsza niz w winogronach, mango, aceroli i truskaw-
kach; z kolei wlasciwosci przeciwutleniajace komercyjnie dostepnych
sokow z jagdd acai sg slabsze niz w przypadku czerwonego wina, so-
kéw z boréwek i granatu, natomiast podobne do sity przeciwutleniajacej
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Rycina 46. Jagody acai — owoce euterpy warzywnej (Euterpe oleracea) [Saidis 2021]
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sokow z zurawiny i czeremchy pdznej [Kuskoski i wsp. 2006, Seeram
i wsp. 2008, Marcason 2009, Joven i wsp. 2014]. Marketingowo promo-
wane informacje o odchudzajacym dzialaniu acai nie sg potwierdzone
badaniami, a same owoce zawierajg spore ilosci cukrow [USDA].

Owoce acai mogg by¢ stosowane jako kontrast w diagnostyce obra-
zowej metoda rezonansu magnetycznego przy badaniach przewodu po-
karmowego. Ponadto olej z nasion i endokarpu euterpy (nie z ,,migzszu’,
czyli mezokarpu owocéw) jest uzywany jako skladnik fazy olejowej ko-
smetykow. Natomiast liscie euterpy sg wcigz szeroko wykorzystywane
w lokalnym rzemiosle i handlu [Cérdova-Fraga i wsp. 2004, Pacheco-Pa-
lencia i wsp. 2008].

Mniej znane krzewinki z rodziny wrzosowatych jako Zrodto polifenoli

Rodzina wrzosowatych (Ericaceae) obejmuje niemal cztery tysiace ga-
tunkow krzewinek, rzadziej bylin, pnaczy, okazalych krzewéw lub ni-
skich drzew, podzielonych na okoto 126 rodzajéw. Kilkanascie z nich
odgrywa wazna role w architekturze zieleni jako rosliny ozdobne, przede
wszystkim rododendrony i azalie (Rhododendron) oraz wrzosce (Eri-
ca). Co najmniej siedem rodzajow (Acrotriche, Arbutus/Arctostaphylos,
Astroloma, Empetrum, Gaulteria, Gaylussacia, Vaccinium/Oxycoccus) za-
wiazuje owoce jadalne dla ludzi. Jednak tylko dwa gatunki mozna uzna¢
za ro$liny uprawne o ponadlokalnym znaczeniu uzytkowym: Zurawing
wielkoowocowa (Oxycoccus/Vaccinium macrocarpon) oraz boréwke wy-
soka (Vaccinium corymbosum) [Ruizheng i Stevens 2005, Christenhusz
i wsp. 2017: 50].

Jagody wszystkich dotad zbadanych gatunkéw boréwek w sensie $ci-
stym (podrodzaj Vaccinium, sekcje: Cyanococcus, Myrtillus, Vitis-idaea,
Vaccinium i Hemimyrtillus) okazaly si¢ by¢ bogatsze w polifenole od acai,
a stezenie polifenoli w owocach zurawiny bylo niemal identyczne jak
u euterpy [Lee i wsp. 2004, Harris i wsp. 2007, Correa-Betanzo i wsp.
2014]. Pestkowce bazyn (Empetrum) zawieraja tyle samo czynnych bio-
logicznie zwigzkéw fenolowych co jagody borowek. Zawartos¢ polifenoli
oraz ich wlasciwosci biologiczne w owocach pozostatych rodzajéw z ro-
dziny wrzosowatych podlegajg intensywnym badaniom in vitro oraz in
vivo [Prencipe i wsp. 2014, Roberts i wsp. 2019, Gao i wsp. 2021, Jurikova
i wsp. 2021].
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Boréwka waskolistna, niska
(Vaccinium angustifolium Aiton 1789 not Benth. 1840)

Boréwka waskolistna, niska (Vaccinum angustifolium Aiton 1789 not
Benth. 1840) w stanie naturalnym wystepuje na péinocno-wschodnich
wybrzezach Ameryki Pétnocnej. Najdalej na péinoc sigga do Manitoby
i Nowej Fundlandii (Kanada), a na potudniu i zachodzie spotykana bywa
wzdluz Wielkich Jezior oraz w pasmie Great Smoky Mountains (zachod-
nie Appalachy). Jest owocem stanu Maine. Wystepuje w lasach i odgrywa
wazka role biocenotyczng jako pokarm ssakéw (od baribali i kojotow po
szopy i ursony) oraz ptakéow (od bielikdw po drobne ptaki $piewajace)
[Vander Kloet 1988, 2009, Vander Kloet i Dickinson 2009].

Vaccinium angustifolium jest krzewinka bardzo podobna do boréwki
wysokiej, czernicy i fochyni. Od pierwszej z wymienionych rézni si¢ niz-
szym wzrostem oraz wystegpowaniem na stanowiskach suchszych, o mi-
neralnej glebie [Vander Kloet 1998, 2009, Vander Kloet i Dickinson 2009,
Correa-Betanzo i wsp. 2014].

Jagody V. angustifolium nadal sg pozyskiwane przede wszystkim ze
stanu dzikiego. To doskonaly przykltad gatunku potowicznie udomowio-
nego. Juz rdzenni Amerykanie prowadzili pétuprawy boréwki waskolist-
nej, protegujac te rosling poprzez planowe wypalanie jej konkurentéw
i zabezpieczajac plony przed niedzwiedziami. Obecnie wlasciciele boréw-
czysk tego gatunku uzywajg repelentéw oraz nagran gloséw ptakéw szpo-
niastych celem odstraszenia rodlinozercéw. Na lisciach V. angustifolium
zeruje wiele gatunkéw motyli nocnych. W regionach, gdzie wypalanie
bytoby niebezpieczne dla drzewostanéw i budynkdéw stosuje sie rozmaite
formy koszenia mechanicznego lub recznego, polaczone z karczowaniem
drzew i krzewdow [Gibbons 1962].

Obecnie szereg krajow prowadzi prace hodowlane wykorzystujac bo-
réwke waskolistng oraz jej mieszance. Krzyzowanie tego gatunku z wcze-
$niej udomowiong bordwka wysoka dato kultywary, jak ‘Alvar’ i ‘North
Blue) rosngce na bardziej mineralnych, mniej kwasnych podlozach [Rii-
hinen i wsp. 2008]. Mieszance te dziczeja w Europie Zachodniej od okoto
20 lat, wnikajac na osuszane torfowiska wysokie i przejsciowe [Essl 2004].

Oprocz owocow eksportowanych do Japonii i Niemiec w postaci soku
i mrozonek, boréwka waskolistna dostarcza takze miodu. W czasie kwit-
nienia bogatych populacji V. angustifolium (gdy tylko zakwitnie 10-20%
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pedow generatywnych w danym miejscu) stawia sie na nich obwozne pa-
sieki w zageszczeniu 1-2 ule na 1 akr, po czym zostawia si¢ pszczele rodzi-
ny na okolo 2 tygodnie. Niektdrzy posiadacze bordéwczysk tego gatunku
wykorzystuja sprowadzone z Eurazji trzmiele jako zapylaczy. Pozostaja
one bowiem nie tylko aktywne podczas zimniejszej i bardziej dzdzystej
pogody niz pszczota miodna, lecz takze wydajniej zapylaja kwiaty borow-
ki, wykorzystujac mechanizm zapylania wibracyjnego (ang. buzz-pollina-
tion). Wykorzystanie trzmieli rodzimych w Ameryce Pétnocnej stato sie
trudne wskutek epidemii nosemozy, spowodowanej tamaniem przepisow
kwarantannowych przy wypozyczaniu amerykanskich owadéw do Eura-
zji [Cameron i wsp. 2011, Cordes i wsp. 2012]. Trwaja prace nad udo-
mowieniem szeregu gatunkow pszczol samotnych (np.: Andrena carlini
oraz Colletes inaequalis) jako jeszcze lepszych zapylaczy boréwki niskiej
[Javorek i wsp. 2002].

(Czernica amerykaniska — boréwka kanadyjska, aksamitna
(Vaccinium myrtilloides Michx.)

Czernica amerykanska (Vaccinium myrtilloides Michx.) odznacza sie
bardzo rozleglym, a przez to do$¢ nietypowym rozmieszczeniem, wy-
stepuje bowiem jednakowo czesto w catej Ameryce Pdlnocnej, tak na
wybrzezach atlantyckich, jak pacyficznych. Morfologicznie oraz eko-
logicznie bywa tudzaco podobna do znanej nam z Eurazji, cho¢ wy-
stepujacej dziko takze na zachodnich, pacyficznych wybrzezach Kana-
dy i USA, boréwki czernicy (V. myrtillus L.). Odbiega od niej m.in.:
przecig¢tng wysokoscia (V. myrtillus do 0,3 m, V. myrtilloides do 0,5 m),
barwa kwiatéw (zielonkawo-rézowe do rézowo-bialych u naszej czer-
nicy, czysto biale u borowki kanadyjskiej), liczbg i utozeniem kwiatow,
a potem jagdd na pedach (u V. myrtillus kwiaty, a nastepnie owoce wy-
rastaja pojedynczo, u borowki amerykanskiej w skupieniach po 4-12),
a przede wszystkim aksamitnym w dotyku owlosieniem spodniej stro-
ny lisci oraz mlodych galazek [Vander Kloet 1998, 2009, Vander Kloet
i Dickinson 2009] (rycina 47).

Wywar z pedéw czernicy amerykanskiej dziala silnie przeczyszczaja-
co. Rdzenni Amerykanie uzywali go jako $rodka poronnego, utatwiajace-
go porod i wydalenie tozyska, a takze przy nieregularnych miesigczkach
[Strike 1994].
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Rycina 47. Vaccinium myrtilloides.
Fot. Adam Kapler
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Czernica amerykanska, oferowana jako: brimbelle, pourriot, raisin
des bois czy teint-vin et vaciet, pozyskiwana jest gléownie w Quebecu.
Nadmierne pozyskanie z wolnej przyrody i utrata siedlisk sprawity, ze
umieszczono j3 na czerwonych listach gatunkow ginacych w amerykan-
skich stanach: Waszyngton, Indiana, Iowa, Ohio oraz Connecticut [Gib-
bons 1962].

Boréwka cuchngca, boréwka kamczacka, klopowka
(Vaccinium praestans Lamb.)

Boréwka cuchnaca (Vaccinium praestans Lamb.) to subendemit Kamczat-
ki, spotykany réwniez na nielicznych, rozproszonych stanowiskach na
Alasce, Sachalinie, Kurylach, wyspach Hokkaido i Honsiu oraz w Kraju
Chabarowskim i Primorju. Zasiedla torfowiska i podmokle lasy r6znego
typu - od lisciastych po tajge jodlowa i sosnowa, preferujac drzewosta-
ny o puszczanskim charakterze, obfitujace w wielkogabarytowe martwe
drewno. Najlepiej rozwija si¢ na glebach piaszczystych lub gliniastych,
o pH od 4,5 do 6,5. Po dodaniu wapnia do podloza choruje i zamiera.
Preferuje mocne, pelne storice, cho¢ wytrzyma pdlcien. Gleby na ktérych
wystepuje muszg by¢ stale wilgotne, jednak dos¢ przepuszczalne. Zbyt
dlugo stagnujaca w torfach woda niezbyt odpowiada temu gatunkowi bo-
réwki [Kawecki i Bieniek 2002, Kostrykina 2019].

Klopéwka to wolno rosngca krzewinka o liSciach okazalszych niz
u pokrewnych, borealnych boréwek. W Japonii i Rosji ceni si¢ ja przede
wszystkim jako rodling okrywowa i dekoracyjna, o §licznie przebarwia-
jacych sie na fioletowo badz amarantowo lisciach [Fern 1997, Hummer
i Durst 2007].

Jasnoczerwone jagody borowki kamczackiej maja 8-12 mm $rednicy
i cenione s3 za smak oraz duzg zawarto$¢ soku. Nie wszystkim jednak
podoba sie ich ostra won, przypominajaca pluskwy lub ludzkie odchody
[Fern 1997, Kawecki i Bieniek 2002, Stepanov i wsp. 2016, Salikova i wsp.
2019, Gur’anova 2019].



152 Adam Kapler

Borowka azorska, uva do mato, uva da serra
(Vaccinium cylindraceum Sm.)

Boréwka azorska (Vaccinium cylindraceum Sm.) to endemit Azoréw
(procz Graciosy) nalezacy do podrodzaju Hemimyrtillus, coraz chetniej
uprawiany w Polsce, m.in. w Ogrodzie Botanicznym w Powsinie. Jest to
wysoki krzew (w klimacie §rédziemnomorskim uzyskujacy do 3, a na-
wet 5 m wysokosci) o warunkowo zimotrwatych liSciach. Na Azorach
zwykle przebarwia si¢ i gubi listowie w grudniu. Wystepuje powyzej
300 m n.p.m., w zaroslach wrzo$céw i jalowcéw, w miejscach o wilgot-
nym i chfodnym mikroklimacie. Lubi podtoza kwasne, ale gliniaste, nieco
przepuszczalne [Pereira i wsp. 2016, Pereira 2006, 2008, Ehlenfeldt i Bal-
lington 2012, Pliszka i wsp. 2009].

Boréwka azorska znajduje wiele zastosowan na terenach pierwotne-
go wystepowania. Jej niezwykle twarde drewno o piecknym, pomaran-
czowym rysunku wykorzystuje si¢ w stolarstwie i lutnictwie. Dawniej
wypalano zen wegiel drzewny. Ceni si¢ ja rowniez jako roéline ozdob-
ng. Wiosng zdobig jg okazale, dzwonkowate, intensywnie rézowe kwiaty.
W grudniu efektownie przebarwia si¢ na zloto i purpurowo. Takze jed-
noroczne galazki zyskuja ciekawy, czerwonawy odcien jak u niektérych
dereni. Granatowe badz czarne jagody odznaczaja si¢ nietypowym dla
boréwek mocno wydtuzonym (jajowatym) ksztaltem, przypominajgcym
raczej owoce niespokrewnionej z wrzosowatymi, gdyz nalezacej do ro-
dziny przewiertniowatych, ,kamczackiej jagody”, wlasciwie wiciokrzewu
sinego (Lonicera kamtschatica [Sevast.] Pojark.). Moga by¢ znakomitym
zrodtem polifenoli [Pereira i wsp. 2016, Ehlenfeldt i Ballington 2012,
Spinola i wsp. 2018].

Bazyna czarna (Empetrum nigrum L) i bazyna obupfciowa
(E. hermapohroditum Hagerup)

Bazyna czarna (Empetrum nigrum L.) to prastara rolina lecznicza i ja-
dalna, dawniej takze farbiarska, obecnie chetnie sadzona jako roslina
okrywowa i ozdobna. Moze by¢ ujmowana wasko lub szeroko od strony
taksonomicznej. Wystepuje przede wszystkim na obszarach arktycznych
i borealnych poétkuli poinocnej, z reliktowymi stanowiskami bardziej na
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Rycina 48. Bazyna czara (Empetrum nigrum).
Fot. Matgorzata Kalemba-Drozdz
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potudnie oraz z mocno izolowang, aczkolwiek czgsto uwazang za natural-
ng populacja na Falklandach. Précz typowych form diploidalnych i dwu-
piennych zarazem, obserwuje si¢ formy obuplciowe i tetraploidalne. Za-
leznie od ujecia przyznaje im si¢ rozmaite rangi: od odmian po osobne
gatunki [Zarzycki 1963, Dostatny i Dajdok 2020].

Bazyny: czarna i obuplciowa (E. hermapohroditum Hagerup), to plo-
zace si¢ krzewinki formujace luzne kepki, ulistnione skretolegle, o zimo-
trwalych, szpilkowatych lisciach oraz tréjdzielnych, jedno- lub obuplcio-
wych kwiatach. Cho¢ ich czarne, okragte owoce nazywa si¢ jagodami, to
zdaniem czeéci botanikow sg one tak wlasciwie pestkowcami [Gibbons
1962, Zarzycki 1963, Dostatny i Dajdok 2020] (rycina 48).

Aktywno$¢ antyoksydacyjna owocoéw bazyny jest wysoka, porowny-
walna z aktywnoscig aronii, i wyzsza niz u wigkszo$ci boréwek i zurawin
[Prencipe i wsp. 2014, Roberts i wsp. 2019, Gao i wsp. 2021, Jurikova
i wsp. 2021]. Cho¢ bazyny odgrywaly wazng role w Zyciu plemion da-
lekiej Pdinocy, a takze bywaly czasem zbierane przez Kaszubow czy
gorali, to ich smak nie budzit entuzjazmu ani pierwszych naturalistow,
ani wspoltczesnych konsumentéw. Opisuje sie go wielorako jako ,,mdly”,
»~mdlo-kwaskowaty”, ,,gorzko-mdly” a same rosliny jako ,wodniste” oraz
»hiemal pozbawione smaku”. Précz wysokiego stezenia tanin, nawet po
przemrozeniu, takze liczne nasiona zniechecaly potencjalnych smakoszy
[Zarzycki 1963, Dostatny i Dajdok 2020, Joven i wsp. 2014]. Pionier pol-
skiej botaniki i naukowego rolnictwa, ksigdz Jan Krzysztof Kluk, ostrze-
gal, ze ,,obfite ich zazycie gtowe zawraca” [Kluk 1805: 199].

Golteria (starzedla), salal (Gaulteria shallon Pursh.)

Golteria (Gaulteria shallon Pursh.) to wiecznie zielona krzewinka, ktora
w stanie naturalnym wystepuje na pacyficznym wybrzezu Ameryki Pét-
nocnej od Kaliforni na poludniu (pasmo Santa Ynez w hrabstwie Santa
Barbara) az po Kolumbig Brytyjska, Alaske i Wyspe Baranowa na po6ino-
cy [Barney 1999, Wilkin i wsp. 2005]. W Polsce golteria jest rzadkoscia,
ozdobng rosling kolekcjonerska, w ogrodach botanicznych prezentowang
rzadziej od golterii rozestanej (Gaulteria procumbens L.) [Pliszka i wsp.
2009, Sorrie i wsp. 2009] (rycina 49). W nazwie rodzajowej odkrywca
gatunku Pehr Kalm uhonorowal francuskiego lekarza i przyrodnika,
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dzialajacego w 6wczesnej Nowej Francji (dzisiejszej Kanadzie) Jeana Fra-
nc¢ois Gaultiera [Strike 1994, Wilkin i wsp. 2005, Zhao i Shamoun 2006,
Osono i wsp. 2008, Liu i wsp. 2013]. Shallon/salal to indianskie nazwy
tego gatunku, a ,starzesla” byla staropolskim synonimem jemioty, prze-

niesionym na golterie z uwagi na jej zimotrwaly charakter i wykorzysta-
nie jako noworocznej ozdoby.

Rycina 49. Gaulteria shallon.
Fot. Adam Kapler

Salal czesto wystepuje w borach iglastych i mieszanych, dgbrowach
i olszynach, preferuje gleby kwasne i jalowe, ale niekoniecznie torfiaste,
ro$nie takze na podlozach piaszczystych, skalistych lub wilgotnych [Wil-
kin i wsp. 2005].

Starzesla to okazaly krzew, nie ustepujacy wielkoscig niektorym aza-
liom (osiagajac do 2 m wysokosci, a wyjatkowo nawet 5 m). Jej kwiaty sa
chetnie odwiedzane przez kolibry, blonkéwki i muchéwki, jednak nasiona
czesto powstajg przez samozapylenie [Osono i wsp. 2008, Liu i wsp. 2013].

Owoce pozorne golterii to pieciokrotne, okragle torebki, trwale oto-
czone zmie$niatymi resztkami kielicha. Dojrzale owoce sa granatowe,
rzadziej lilowe lub czerwone, o wielko$ci 0,6-1 cm. Kazda torebka zawiera
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20-80 brunatnych, gtadkich lub siatkowatych nasion. Salal dojrzewa od
lipca do pazdziernika, jednak owoce nie majg przyjemnego smaku. Do-
piero po przemrozeniu stajg si¢ smaczniejsze. Ich smak przypomina su-
szone boréwki zmieszane z li§¢mi miety, z wyraznym aromatem pizma.
Indianie ze szczepu Kwakwala suszyli je razem z czernicami i owocami
mahonii. Indianie Hajda (Khaida) natomiast zapiekali owoce salalu z ikra
tososi. Z kolei biali pionierzy robili z golterii dzemy i ciasta oraz fermen-
towali wino [Gibbons 1962, Fern 1997].

Golteria jest uprawiana przede wszystkim na pasze dla zwierzat fow-
nych: jeleni i duzych kurakéw - cietrzewi, gluszcow, pardw, a takze jako
rodlina ozdobna (okrywowa) oraz zrédlo olejkow eterycznych (ang.
wintergreen oil). LiScie golterii salal mialy wiele zastosowan w ziololecz-
nictwie. Swieze liscie salalu zuto, by nie czué¢ glodu, a takze uzywano
ich jako opatrunkéw ran i na ukgszenia owadow. Suszem z lisci leczono
przezigbienia, gruzlice, niestrawno$¢, wreszcie zazywano go jako srodek
przeczyszczajacy. Indianie palili je zamiast tytoniu. Mialy one réwniez
zastosowanie w kuchni, m.in. dodawano je do zup rybnych [Strike 1994].

Salal jest uprawiany i hodowany poza swoim pierwotnym miejscem
wystepowania, przede wszystkim na terenie Federacji Rosyjskiej. Roslina
ta byla niezwykle modna we Francji i Wielkiej Brytanii XIX w., jednak
obecnie zakazano tam jej uprawy uznajac jg za gatunek inwazyjny. Za-
rébwno w Ameryce, jak i w Europie Zachodniej golteria uwazana jest za
niebezpieczny chwast lesny. Uniemozliwia odnawianie si¢ lasu blokujac
rozwdj siewek, zaréwno tych kietkujacych spontanicznie, jak i sadzonek
wprowadzanych przez lesnikéw. Nie tylko ocienia siewki mechanicznie,
lecz jednoczesnie truje je allelopatycznie [Barney 1999, Osono i wsp.
2008]. Uwage zwraca niezwykla odporno$¢ golterii na nowoczesne her-
bicydy, jak rowniez na wypalanie i usuwanie mechaniczne. Jej krzewinki
charakteryzujg sie rozbudowanym systemem klaczy, roztogéow i wlasci-
wych korzeni, ktére zapewniaja glebokie zakorzenienie w podtozu i od-
porno$¢ na okresowe pozary. Odpornos¢ rosliny moze réwniez wynika¢
z obecnosci grubej warstwy wosku na lisciach i pedach. Wiasciwosci gol-
terii sprawiaja, ze tylko nieliczne gatunki grzybow sa w stanie zaatakowac
i pasozytowac na zywej golterii i/lub rozkladac jej uschniete resztki. Salal
bywa jednakze zywicielem boszniakii (Boschniakia C.A.Mey) — pasozyt-
niczej rosliny naczyniowej z rodziny zarazowatych [Wilkin i wsp. 2005,
Zhao i Shamoun 2006].
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Gajlusacja jagodowa (Gaylussacia baccata [Wangenh.] K. Koch)

Gajlusacja jagodowa (Gaylussacia baccata K.Koch) to gatunek szeroko
rozpowszechniony na wschodnich, atlantyckich wybrzezach Ameryki
PéInocnej. Na pdinocy siega Kanady (a dokladniej Nowej Fundlandii
i Labradoru) i regionu Wielkich Jezior, na potudniu dochodzi do Alaba-
my oraz Arkansas. Najdalej na zach6d notowano ja w Manitobie i Min-
nesocie [Matlack 1997, Murrieta i wsp. 1999]. W Polsce dostepna tylko
czasami, w nielicznych szkoétkach, jako rarytas dla kolekcjoneréw [Seneta
i wsp. 2021].

Owoce gajlusacji pozyskuje si¢ wylacznie ze stanu dzikiego. Ceni si¢
je za stodki smak i spozywa surowe, w postaci galaretek lub w ciastkach
i nale$nikach [Gibbons 1962, Fern 1997].

Zr6dtem nieporozumieni jest fakt, ze identycznej nazwy potocznej
black huckleberry uzywa si¢ na podobna krzewinke: shawiash (Vaccinium
membranaceum Dougl. ex Torr.), nierzadko rosnaca w tych samych eko-
systemach co gajlusacja. V. membranaceum rozni si¢ rozleglejszym za-
siegiem geograficznym oraz szerszg skalg fitocenotyczna, wystepujac od
Alaski po Utah, a na zachodzie dochodzac do wschodnich stokéw gor
Kalifornii [Barney 1999].

W warunkach polowych, w stanie wegetatywnym obie krzewiny naj-
tatwiej odrézni¢ po mnoéstwie 1$nigcych, zywicznych plamek na spo-
dzie lisci, charakterystycznych dla gajlusacji, a nieobecnych u boréwek.
G. baccata wytwarza dzwonkoksztaltne, jaskrawo ubarwione (pomaran-
czowe badz czerwone) kwiaty, zwisajace z pedow po 3-7. Jagody gajlusa-
cji zwykle sg granatowe, rzadko spotyka si¢ okazy z owocami antracyto-
wo-czarnymi, jeszcze rzadziej z bialymi [Murrieta i wsp. 1999, Matlack
1997, Matlack i wsp. 1993]. Nazwa rodzajowa honoruje stynnego fizyka
Josepha Louisa Gay-Lussaca [Matlack 1997].

Uprawa i hodowla mniej znanych wrzosowatych

Sposréd omdwionych wyzej gatunkow najczesciej uprawia sie V. pra-
estans i G. shalon, przy czym sadzi si¢ je przede wszystkim jako rosliny
dekoracyjne, a nie jadalne [Lobos i Hancock 2015]. Pozostale gatunki
bywaja uprawiane i/lub hodowane (poddawane doborowi sztucznemu
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celem stworzenia nowych, uzyteczniejszych kultywaréw) znacznie rza-
dziej, aczkolwiek dla bazyny otrzymano kilka odmian ozdobnych o li-
$ciach zlocistych, jak ‘Bernstein, ‘Lucia’ i “Zitronella’ [Czekalski (cop.)
2008].

Jakkolwiek w polowych bankach genéw zgromadzono tysigce geno-
typow form dzikich boréwki wysokiej i Zzurawiny wielkoowocowej, ich
historycznych, niekiedy niedostepnych juz komercyjnie kultywarow,
wreszcie ich mieszancow z innymi gatunkami Vaccinium/Oxycoccus,
to hodowcom coraz trudniej sprosta¢ jednoczesnym zmianom klimatu
oraz rosngcym obostrzeniom w eksploatacji torfu wysokiego. Szkétka-
rzom i konsumentom zalezy na mozliwosci uprawy boréwek lub innych,
zdrowych oraz smacznych wrzosowatych takze na glebach mineralnych,
w miejscach o klimacie suchszym i goretszym niz preferowany przez do-
tychczasowe odmiany V. corymbosum i O. macrocarpon. Dlatego z jed-
nej strony palagcym wyzwaniem staje si¢ gromadzenie w ogrodach bota-
nicznych oraz bankach genéw zasobéw plazmy zarodkowej pozostalych
gatunkow wrzosowatych, potencjalnie uzytecznych dla $wiatowego rol-
nictwa i przemystu spozywczego [Barney 1999, Ballington 2001, Lobos
i Hancock 2015].

Z drugiej strony rosnace zaludnienie Syberii, odradzanie sie rosyjskie-
go rolnictwa, w tym ogrodnictwa, oraz ocieplanie si¢ klimatu pozwala
zywi¢ nadzieje¢ na komercyjng produkcje wielu mniej znanych gatunkéow
i odmian boréwek, zurawin, bazyn, golterii czy gajlusacji na péinocy Fe-
deracji Rosyjskiej [Gorbunov 1993, Stepanov i wsp. 2016, Salikova i wsp.
2019].

Mozliwosci zwigkszenia produkcji owocéw mniej znanych wrzosowa-
tych sa duze, zar6wno w przypadku niewielkich, ekstensywnie uzytkowa-
nych, przydomowych sadéw i ogrédkéw dziatkowych, jak i na rozlegtych,
uprawianych intensywnie plantacjach. Pod uprawe opisywanych w roz-
dziale owocodajnych Ericaceae mozna przeznaczaé stanowiska stabo na-
dajace sie do uprawy innych roslin deserowych i leczniczych, np.: tundre
za kotem podbiegunowym, pigtro turniowe w goérach, wydmy $rédladowe
i nadmorskie - o ile nie sa chronione jako siedliska Natura2000 czy re-
zerwaty (dla bazyn), grunty o najstabszych, piaszczystych i piaszczysto-
-murszowych glebach zbyt stabe dla tradycyjnego rolnictwa, przeznacza-
ne wczesniej pod zalesienia lub zabudowe, oraz dawne torfowiska wysokie
i przejéciowe, bezpowrotnie zniszczone przez nieprzemyslane osuszenia.
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Takze mozliwosci selekcji nowych odmian sg duze, gdyz banki ge-
néw oraz szkotki komercyjne dysponujg rosngcymi zasobami genotypow
w postaci kolekcji zywych roslin, nasion i/lub kultur in vitro. Dotychczas
jednak malo znane Ericaceae traktowano niemal wytacznie jako roéliny
ozdobne (gtéwnie okrywowe i do skalniakéw), w przypadku golterii salal
takze jako roéliny paszowe, biocenotyczne i modelowe (do badan nad
herbicydami). Tymczasem wysoka zawarto$¢ i aktywnos$¢ biologiczna
polifenoli w ich owocach czyni je potencjalnie waznym Zrédtem pokar-
mu, suplementéw oraz medykamentéw dla ludzi i zwierzat domowych.
Doskonalenie metody CRISPR/Cas, jak réwniez staly postep na polu
sztucznej mikoryzacji sadzonek powinny dodatkowo utatwia¢ prace nad
gromadzeniem zasobéw genowych oraz tworzeniem i testowaniem no-
wych odmian, a wreszcie masowa produkcje i transport sadzonek.

Wyzwania towarzyszace selekcji nowych odmian mniej znanych
wrzosowatych, zasobnych w fenolowe metabolity wtorne, sg takie same
jak dla pozostalych obuplciowych, rzadziej dwupiennych (niektére ba-
zyny) dwuli$ciennych roslin trwatych. Obserwacje i hodowla gatunkéow
wieloletnich z natury beda bardziej czasochtonne niz dla roélin jedno-
rocznych i dwuletnich. Zapewnienie okazom wystarczajaco kwasnej gle-
by moze by¢ coraz trudniejsze z uwagi na rosnace ceny torfu wysokiego
i przyszle ograniczenia prawne w obrocie tym surowcem. Tym niemniej
podloza mozna zakwasza¢ uzywajac odpowiednich nawozéw i kompo-
stow, co pozwoli z czasem zrezygnowac zupelnie z pozyskiwania torféw
wysokich oraz kory drzew iglastych. Takze hydroponika i aeroponika
moga okaza¢ si¢ pomocne w badaniach naukowych, a potem uprawie
komercyjnej tychze roslin.

Podsumowanie

Omowione w rozdziale gatunki krzewinek nie wymagaja tak mocno
torfiastych i silnie uwodnionych (regularnie, a zarazem obficie podlewa-
nych) podlozy, niezbednych boréwce wysokiej i zurawinie wielkoowoco-
wej, co pozwoli zredukowac¢ slad weglowy, zuzycie wody oraz lepiej chro-
ni¢ ostatnie mokradta Europy i zachodniej Syberii. Z kolei posiadanie
wlasnych, nowych zrédel polifenoli uczyni Europ¢ mniej zalezng od ja-
gdd acai, co jest istotne w dobie zrywania sie fancuchéw dostaw podczas
kolejnych fal pandemii i wojen.
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	Rycina 10. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiększenie 100x) przedstawiający: (10a) uszkodzenia DNA w komórkach A549 kontrolnych (nietraktowanych Au@RD NPs) oraz (10b) po 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w stężeniu 100 µg/ml. Widoczny na obrazie 
	Rycina 11. Wpływ Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w komórkach linii HL60 
po 24- i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stężeń 0–100 µg/ml. Wyniki reprezentują średnie wartości z trzech niezależnych eksperymentów. * – oznaczono różnice istotne statys
	Rycina 12. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiększenie 100x) przedstawiający: (12a) uszkodzenia DNA w komórkach HL60 kontrolnych (nietraktowanych Au@RD NPs) oraz (12b) po 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w stężeniu 100 µg/ml
	Rycina 13. Wpływ Au@RD NPs na aktywność kaspaz 3/7 w komórkach linii A549 po 24- i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stężeń 0–100 µg/ml. * – różnice istotne statystycznie (p < 0,05) względem próby kontrolnej (0). Eksperymenty wykonano w trzech
	Rycina 14. Wpływ Au@RD NPs na aktywność kaspaz 3/7 w komórkach linii HL60 po 24- i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stężeń 0–100 µg/ml. * – różnice istotne statystycznie (p < 0,05) względem próby kontrolnej (0). Eksperymenty wykonano w trzech
	Rycina 15. Przykładowe zdjęcie (15a) komórek A549 oraz (15b) komórek HL60 wybarwionych Hoechst 33342. Strzałkami zaznaczono intensywnie świecące ciałka apoptotyczne. Zdjęcie wykonano przy pomocy mikroskopu epifluorescencyjnego Olympus IX50 stosując powięk
	Rycina 16. Piwonia chińska (Paeonia lactiflora). 
Fot. Małgorzata Kalemba-Drożdż
	Rycina 17. Wybrane kwiaty jadalne jako przykłady surowców polifenolowych. 
Fot. Małgorzata Kalemba-Drożdż
	Rycina 18. Obraz mikroskopowy badania żywotności limfocytów w metodzie fluorescencyjnego barwienia różnicowego. Komórki aktywne metabolicznie wykazują zieloną fluorescencję, komórki martwe – czerwoną
	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)
	Rycina 20. Wizualizacja uszkodzeń DNA w metodzie kometowej. Od góry: nukleoidy z małą ilością uszkodzeń, średnią ilością i nukleoidy silnie uszkodzone
	Rycina 21. Zależność między siłą redukcyjną (FRAP) a całkowitym stężeniem polifenoli w sokach tłoczonych z owoców
	Rycina 22. Zależność między siłą redukcyjną (FRAP) a stężeniem witaminy C w sokach wyciskanych z owoców
	Rycina 23. Zależność między stężeniem polifenoli w ekstraktach ze świeżych ziół i owoców mierzonym przy pomocy metody Fast Blue BB a siłą redukcyjną mierzoną przy pomocy FRAP [Kalemba-Drożdż, Kwiecień i wsp. 2020]
	Rycina 25. Zależność pomiędzy siłą redukcyjną (FRAP) a stężeniem polifenoli (Fast Blue BB) w ekstraktach z liści jadalnych dzikich roślin
	Rycina 26. Wyniki badania żywotności limfocytów metodą fluorescencyjnego barwienia różnicowego po inkubacji przez 1 godzinę (niebieskie słupki) i 24 godziny (pomarańczowe słupki) z 1-procentowymi ekstraktami kwiatowymi
	Rycina 27. Uszkodzenia DNA w limfocytach poddanych działaniu soków owocowych (słupki pomarańczowe) i PhIP oraz soków owocowych (słupki niebieskie). Wyniki uzyskane metodą kometową przedstawiono jako % kontroli negatywnej (komórki inkubowane w samym medium
	Rycina 28. Uszkodzenia DNA w limfocytach mierzone testem kometowym po ekspozycji na analizowane ekstrakty przez 1 godzinę (słupki niebieskie). Uszkodzenia oksydacyjne DNA indukowano przez inkubację komórek w 25 µM H2O2 (słupki pomarańczowe). Wyniki testu 
	Rycina 29. Zależność między zdolnościami genoprotekcyjnymi ekstraktów ziołowych i owocowych a stężeniem związków polifenolowych. Limfocyty eksponowano na analizowane ekstrakty przez 1 godzinę. Uszkodzenie oksydacyjne DNA indukowano przez inkubację komórek
	Rycina 30. Poziom uszkodzeń DNA w limfocytach mierzony metodą kometową. Komórki inkubowano w 1-procentowych ekstraktach wodno-alkoholowych z jadalnych kwiatów rozcieńczonych 100-krotnie w medium hodowlanym. Oksydacyjne uszkodzenia DNA indukowano przez ink
	Rycina 31. Zależność między siłą przeciwutleniającą 1-procentowych wodno-alkoholowych ekstraktów kwiatowych mierzoną metodą FRAP wyrażonych jako ekwiwalenty kwasu askorbinowego mg/ml a poziomem indukowanych uszkodzeń oksydacyjnych DNA limfocytów inkubowan
	Rycina 32. Liście kapusty właściwej (Brassica rapa) poddane fermentacji mleczanowej. 
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	Rycina 33. Szlak Embdena-Meyerhofa-Parnasa – schemat uproszczony, 
opracowanie na podstawie [Ratajczak i Piotrowska-Cyplik 2017]
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	Rycina 37. Poglądowy mechanizm transformacji pochodnych kwasu benzoesowego, 
opracowanie własne na podstawie [Santos-Sánchez i wsp. 2019]
	Rycina 38. Poglądowy mechanizm powstawania pochodnych kwasu cynamonowego, 
opracowanie własne na podstawie [Heldt i Piechulla 2011]
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