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STRESZCZENIE

Przetwarzanie surowcow rolniczych z wykorzystaniem organizmow zywych bylo
metoda wytwarzania zywnosci, jaka czlowiek stosowal juz od czasow prehistorycznych.
W ten sposdb produkowano najpierw wino i piwo, a nieco pozniej sery. Pozwolito to z jedne;j
strony przedtuzy¢ trwato$¢ produktow spozywczych, a z drugiej zwickszy¢ ich wartos¢
odzywcza. Ta strategia jest realizowana rowniez wspolczesnie, jednak aktualnie odbywa si¢
nie metoda prob i btedow, ale z wykorzystaniem najnowszych zdobyczy nauki i techniki.
Rownoczesnie ze wzgledu na wzrost §wiadomosci konsumentéw na temat zaleznosci
pomigdzy dieta a zdrowiem, ro$nie zapotrzebowanie na zywnos¢ funkcjonalng. Celem pracy
bylo przedstawienie gtéwnych kierunkéw pozyskiwania prozdrowotnych sktadnikow
zywnosci  metodami  biotechnologicznymi  realizowanych, badz tez mozliwych
do zrealizowania, w warunkach przyrodniczo-gospodarczych Polski.

Monografi¢ otwiera artykul na temat pozyskiwania i wlasciwosci pytku pszczelego
uwazanego za cenny produkt leczniczy i odzywczy. Jego wytwarzanie musi by¢ realizowane
z zachowaniem najwyzszych standardéw, poniewaz konsumenci si¢gaja po ten produkt
z reguty w momencie powaznych problemoéw zdrowotnych. Autorzy zwracajg uwagg,
ze whasciwosci 1 dziatanie prozdrowotne pylkow sa zalezne gtownie od gatunkow roslin,
z ktorych sg pozyskiwane. Znaczenie ma jednak rowniez okres zbioru, urodzajnos¢ gleby
oraz warunki atmosferyczne w okresie, kiedy wystgpuje formowanie i dojrzewanie
pylnikow.

Rosling, ktorej korzystne dla organizmu wilasciwosci sa doskonale znane jest burak
¢wiktowy. Zawiera on zwiagzki betalainowe i1 polifenolowe wykazujace dziatanie
przeciwutleniajace, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe. Tej tematyce po§wigcony jest
rozdzial drugi, w ktorym poréwnano zawartosci skladnikéw bioaktywnych i cechy
sensoryczne soké6w z buraka w zalezno$ci od rodzaju surowca 1 warunkow
technologicznych. Jednak wysitki technologéw nie ograniczaja si¢ do coraz
efektywniejszego wykorzystania klasycznych Zrodet substancji prozdrowotnych, ale
poszukiwane sg ich nowe zrodta. Temu problemowi poswigcone sa kolejne dwa rozdziaty.
W pierwszym z nich opisano przydatnos¢ lisci morwy do wytwarzania mlecznych napojow
fermentowanych. Liscie te zawieraja znaczne ilosci zwigzkow polifenolowych, a przemiany,
jakie zachodza w przewodzie pokarmowym in vitro, zostaly przedstawione w nastepnym
rozdziale.

Bogatym zrodtem zwiazkéw bioaktywnych sa rowniez bulwy topinamburu
(Helianthus tuberosus). Budza one zainteresowanie glownie ze wzgledu na zawartos$¢
znacznej ilosci inuliny — popularnej substancji prebiotycznej. Bulwy topinamburu moga by¢
stosowane do wytwarzania szerokiej gamy produktéw spozywczych, moga by¢é nawet
kiszone i marynowane, przy czym na szczegélng uwage zastuguje fakt, iz moga by¢
stosowane podobnie jak ziemniaki do wytwarzania chipsow. Natomiast ziemniaki
ze wzgledu na swoja powszechna dostepnos$¢ i niska cen¢ sg w Polsce rosling czgsto
niedoceniang, a wrecz pogardzang. Tymczasem posiadaja wysoka warto§¢ odzywcza,
a takze sa zrodtem substancji bioaktywnych. Ich warto§¢ odzywcza zalezy od szeregu
czynnikéw zaro6wno odmianowych jak i uprawowych. Co istotne, przy aktualnym poziomie
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spozycia ziemniakow, sa one waznym zrodlem witaminy C redukujacej stres oksydacyjny
organizmu. Zagadnieniom tym poswigcono rozdziaty szdsty i siodmy.

Dziatanie przeciwutleniajace wykazuje tez witamina E, przy czym jak wigkszos¢
sktadnikéw bioaktywnych zywnosci, jest ona czuta na czynniki zewnetrzne. Prowadzenie
badan metodami spektroskopowymi na poziomie molekularnym moze przyczyni¢ si¢
do poszerzenia wiedzy o wilasciwosciach tego typu skladnikow. Zmiany parametréw
spektroskopowych w uktadach modelowych produktow spozywczych dostarczaja istotnych
informacji o wptywie otoczenia na ich wlasciwosci fizyczne (a tym samym zdrowotne).
W rozdziale 6smym pokazano wptyw fizycznych parametrow srodowiska zewngtrznego,
takich jak promieniowanie z zakresu UVB, atmosfera ochronna czy temperatura,
na szybko$¢ procesu rozpadu a-tokoferolu i jego estrowych pochodnych. Natomiast rozdziat
dziewiaty poswigcono badaniom wpltywu obecnosci nanoczastek metalu na molekularng
strukture elektronows i fotostabilno$¢ a-tokoferolu. Wykazano, ze nanoczastki srebra
przyczyniaja si¢ do przyspieszenia procesu fotodegradacji i utraty wlasciwosci
antyoksydacyjnych tego sktadnika.

Bardzo silnym przeciwutleniaczem jest takze melatonina. Jest ona dobrze znana
ze wzgledu na silne powigzanie intensywnosci jej wydzielania z rytmem jasno/ciemno.
Ostatnio zwrécono uwage, ze hormon ten wystepuje roéwniez w roslinach,
m. in. w ziarniakach jgczmienia, owsa, winogronach, a takze wielu ziotach i roslinach
leczniczych. Przedmiotem rozdziat dziesigtego jest charakterystyka aktywnosci biologicznej
oraz mozliwosci jej zastosowania w przemysle spozywczym.

Ostatnie dwa rozdzialy poswiecono tematyce alg. Poczatkowo byly one
wykorzystywana tylko do celéw paszowych, ale ostatnio (po udowodnieniu, Ze sg one
bardzo bogatym zroédiem roéznorodnych naturalnych zwigzkoéw bioaktywnych o dziataniu
przeciwutleniajacym, przeciwbakteryjnym, przeciwzapalnym oraz przeciwnowotworowym)
zwrocity uwage technologéw zywnos$ci. Produkcja substancji bioaktywnych alg (podobnie
jak innych pochodzenia drobnoustrojowego) wymaga prowadzenia hodowli bioreaktorowej.
Jej efektywno$¢ zalezy w znacznym stopniu od precyzyjnego kontrolowania hodowli.
Do tego celu doskonatym narzedziem jest cytometria przeptywowa. Ta nowoczesna metoda
analityczna stworzona na potrzeby wspélczesnej mikrobiologii i biotechnologii staje sie
uzytecznym narzgdziem w rekach technologa zywnosci.

Stowa kluczowe: substancje bioaktywne, przeciwutleniacze, witaminy, warto§¢ odzywcza,
dzialanie prozdrowotne, biotechnologia
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WSTEP

Biotechnologia obok nanotechnologii jest jedna z najburzliwiej rozwijajacych si¢
dziedzin nauk stosowanych. Jest ona definiowana jako: zastosowanie technologiczne, ktére
uzywa systemow biologicznych, organizméw zywych lub ich sktadnikow, zeby wytwarzaé
lub modyfikowa¢ produkty lub procesy w okreslonym zastosowaniu. Jej historyczne
poczatki zwigzane sa z procesami fermentacyjnymi zachodzacymi podczas wytwarzania
wina i piwa i sg nierozerwalnie zwigzane z technologia zywnosci. Rozwdj obu dyscyplin
nastepowat W $cistym zwigzku, ktory wystepuje do dzisiaj.

Biotechnologia nowozytna zaczgta si¢ rozwija¢ od schytku XIX wieku i wigzata si¢
ze zrozumieniem roli mikroorganizméw w procesach fermentacyjnych. Zostaly wtedy
opracowane m.in. technologie produkcji etanolu, butanolu, metanolu acetonu i kwasow
organicznych. Rozwdj mikrobiologii technicznej zaowocowal opracowaniem technologii
antybiotykow, szczepionek, surowic, bialek paszowych, czystych aminokwasow, enzymow
i polisacharydow  pochodzenia  drobnoustrojowego. = Wspodlczesna  produkcja
biotechnologiczna wyszta poza ramy mikrobiologii i obejmuje réwniez hodowle komdrek
in vitro organizméw wyzszych oraz inzynieri¢ genetyczng. Wielu ludzi btgdnie utozsamia
wspolczesng biotechnologie zywnosci z uprawg ro$lin transgenicznych. Tymczasem
obejmuje ona znacznie szerzy zakres zagadniefi, m.in. technologi¢ bioprocesowa czyli
zagadnienia zwigzane z izolacjg i utrwalaniem bioproduktow.

Termin ,,bioprodukty” jest czesto stosowany w odniesieniu do wytwarzania energii
i jest definiowany jako ,materialy pochodzace z odnawialnych, biologicznych Zrodel”.
To uproszczenie, aczkolwiek powszechne, moze by¢ mylace. Technologia bioprocesowa
definiuje bioprodukty jako materialty pozyskiwane metodami biotechnologicznymi, czyli
przede wszystkim metabolity drobnoustrojowe, ale rowniez substancje pozyskiwane z tkanek
ro§linnych i zwierzecych. W niniejszej monografii termin bioprodukty jest rozumiany
W sposOb nieco wezszy i oznacza on tu skladniki zywno$ci pozyskiwane metodami
biotechnologicznymi  badz tez wykazujace aktywno$¢ biologiczna, przydatna
W Wytwarzaniu zywnosci funkcjonalne;j.

Wykorzystanie  bioproduktéw  wymaga zastosowania modelowych badan
podstawowych niektorych ich sktadnikéw. Dlatego tez czytelnik znajdzie w niniejszej
monografii informacje dotyczace nie tylko technologii i zastosowania, ale rowniez struktury
zwigzkéw bioaktywnych, ich wlasciwos$ci oraz przemian przy narazeniu na $wiatto, tlen
atmosferyczny 1 inne czynniki $rodowiskowe. Ksigzka jest adresowana glownie
do specjalistow w zakresie technologii zywnosci, lecz moze by¢ intersujaca dla kazdego
czytelnika poszukujacego wiedzy na temat prozdrowotnych sktadnikow zywnosci.

Grazyna Lewandowicz, Joanna Le Thanh-Blicharz
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PYLEK PSZCZELI PRODUKTEM PRACY PSZCZOL

Streszczenie

Pylek kwiatowy jest oprocz miodu podstawowym pokarmem pszczot. Miod
to pokarm energetyczny, pylek to biatko, tluszcze, sole mineralne, witaminy, kwasy
organiczne i hormony. Pszczoly zbieraja z kwiatow pylek, mieszaja z odrobing miodu,
nektaru lub $liny i w postaci uformowanych kulek, obndézy przenosza do ula w specjalnych
koszyczkach na tylnych nogach. Pytek pszczeli nalezy do produktow zywnosciowych, ktore
powinny odznacza¢ si¢ wysokimi standardami jako$ciowymi. Wynika to z faktu,
ze konsumenci si¢gaja po ten produkt w momencie powaznych probleméw zdrowotnych.
Jako wielosktadnikowy, naturalny preparat pszczeli, niezb¢dny do prawidlowego przebiegu
podstawowych reakcji zyciowych, znajduje szerokie zastosowanie. Pszczeli pytek kwiatowy
jest bogaty w flawonoidy, bialka, aminokwasy, witaminy, weglowodany, substancje
mineralne, enzymy, koenzymy i pierwiastki sladowe. Dlatego tez uwaza si¢ go za cenny
produkt leczniczy i odzywczy. Na rynku konsumpcyjnym pylek wystepuje w postaci
wysuszonych obnozy, tabletek, granulatu oraz w postaci mieszaniny z miodem. Wtasciwosci
i dziatanie prozdrowotne pyltkow sa zalezne gtdwnie od gatunkow roslin i okresu zbioru jak
rowniez od wurodzajnosci gleby, zasobnosci wilgoci w glebie oraz od warunkow
atmosferycznych w okresie, kiedy wystepuje formowanie i dojrzewanie pylnikow.

Stowa kluczowe: miod, obndza pytkowe, pytek kwiatowy

Wprowadzenie

Pylek pszczeli jest to pytek kwiatowy w formie obnozy. Pszczoty zbieraja z kwiatow
pytek, mieszajag z odrobing miodu, nektaru lub $liny i w postaci uformowanych kulek,
obndzy przenosza do ula w specjalnych koszyczkach na tylnych nogach. Pylek kwiatowy jest
podstawowym i niezbednym pokarmem pszczo6tl. Bez niego pszczela rodzina nie moze si¢
rozwija¢ i jest zagrozona $miercig glodowa, pomimo duzych zapaséw miodu. Przetworzony
przez pszczoly jest najbogatszym i najbardziej kompletnym pozywieniem w przyrodzie.
Badajac pytki kwiatowe réznego pochodzenia botanicznego wyodrgbniono ponad 200
substancji w nim zawartych. Jego wiasciwosci odzywcze i terapeutyczne wynikajg ze sktadu
chemicznego tj. obecnos$ci wody, weglowodanow prostych 1 ztozonych, kwasow
ttuszczowych, sktadnikow mineralnych oraz biatek [Jarosz i Wierzejska, 2004].
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Pylek kwiatowy — samo zdrowie

Pszczelarstwo jest jedna z najintensywniej rozwijajacych si¢ dziedzin gospodarki
cztowieka. Sposrdd catego swiata owadow, z ktorymi czltowiek ma do czynienia, pszczoty
naleza do tych, ktére sa wykorzystywane przez niego bardzo wszechstronnie. Od pszczot
uzyskuje si¢ miedzy innymi: midd, pylek kwiatowy, propolis, pierzge. Elementarnym
sktadnikiem pozywienia pszczol jest pytek kwiatowy, bedacy produktem niezbgdnym
do zycia, tj.: do spetniania r6znych funkcji zyciowych, a przede wszystkim do odzywiania
larw. Rodzina pszczela zuzywa go rocznie 30-50 kg. Czlowiek jest w stanie pobra¢ dla
swoich potrzeb zaledwie 1-3 kg od jednej rodziny pszczelej.Pytek kwiatowy moze pochodzi¢
z ro$lin wiatropylnych lub owadopylnych. Pszczoly zbieraja z kwiatow nie tylko nektar, ale
takze wilasnie pylek, ktory przygotowuja do przechowywania w komorkach plastra, ubijajac
go w celu zabezpieczenia przed dostepem powietrza. Zostaje on zalany miodem
i zasklepiony woskiem. W warunkach beztlenowych nastepuje proces fermentacji mlekowej
trwajacej 7 dni. Ta posta¢ zakonserwowanego pytku nosi nazwe pierzgi. W trakcie
fermentacji biatka pytku ulegajg rozpadowi do peptydéw i aminokwaséw. W wyniku tego
procesu zawarto$¢ tych zwiazkéw w pierzdze wzrasta o okoto 20% w stosunku do produktu
wyjsciowego. Pierzga ma silniejsze dziatanie lecznicze niz pytek kwiatowy i aby uzyska¢ ten
sam efekt wystarczy przyjmowac 30 g pierzgi przez miesigc, natomiast 30 g pytku nalezy
przyjmowac przez trzy miesiagce [Banaszak, 1993; Da-Rong i in., 2006, Majewska, Trzanek,
2009].

Pylek kwiatowy stanowi zbior meskich komoérek rozrodczych, tworzacych
si¢ w pylnikach kwiatowych. Na powierzchni ziaren pytku roslin owadopylnych tworza sig¢
réznego rodzaju urzezbienia, wyrostki i wglebienia, utatwiajace ich przyklejanie si¢ do ciata
owadow. Na jego powierzchni znajduja si¢ tez pory i bruzdy, przez ktore przerasta tagiewka
pytkowa, podczas kietkowania na znamieniu shlupka. Aby przynies¢ do ula 15 mg pytku,
pszczota musi odwiedzi¢ 80 kwiatow. Kazda roslina wytwarza inny charakterystyczny dla
niej pylek. Aby zwigkszy¢ szanse na zaptodnienie, rosliny produkuja pytek w bardzo duzych
ilosciach.1 gram pytku moze zawiera¢ do 300 000 ziaren. Pszczoly formujg pytek w postaci
obnozy. Para obndzy wazy ok. 12-20 mg. Do gromadzenia i przenoszenia pytku pszczotom
stuza koszyczki, ktore znajduja si¢ na zewngtrznej stronie goleni trzeciej pary obnézy.
Powierzchnia goleni jest lekko wklgsta i nicowlosiona, jedynie w s$rodkowej czgsci
wystepuja 2-3 szczecinki. Na brzegach znajduje si¢ rzad wloskow pochylonych ku srodkowi.
W powstatej w ten sposob komorze owady gromadza zebrany pylek. Naturalna lepkosc¢
ziaren, wzbogacona $ling pszczoty powoduje, ze pytek tworzy kulke. Szczecinki zapobiegaja
przesuwaniu si¢ jej w pszczelich koszyczkach, a wloski uniemozliwiaja jej wypadniecie.
Pylek, w zaleznosci od odwiedzanych przez pszczoty kwiatow, daje obndza o kolorze
charakterystycznym dla danej ro$liny, np. z jabloni — jasnoszary, a z czere$ni —
brazowoczerwony. Ma on réwniez zréznicowany sktad, ktory zalezy od ro§liny z ktorej
pochodzi, urodzajnosci 1 wilgotnosci gleby oraz od warunkéw atmosferycznych panujacych
w okresie formowania si¢ i dojrzewania pylnikow. To od gatunku roéliny, z ktérej pszczoty
zbieraja nektar, a co za tym idzie rowniez rodzaju pytku zalezy sktad miodu. W pytku
pszczelim stwierdzono wystepowanie: biatka od 25 do 50%, weglowodandéw od 15 do 35%,
thuszczow od 2 do 7%, kwasé6w nukleinowych od 0,3 do 3%, flawonoidow od 2 do 4%,
popiotu od 3 do 5% oraz stosunkowo duzej ilosci blonnika wynoszaca okoto 6-7%
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[Typanski, 1998; Faff 2003; Wilde i Prabucki, 2008; Bazylak i Sliwinska, 2011; Flaczyk
i in., 2011]. Biatko pytku kwiatowego obfituje w biologicznie czynne aminokwasy
egzogenne, do ktérych zalicza si¢: lizyne, treoning, waling, metioning, leucyne, izoleucyne,
histydyng, fenyloalaning, argining, tyrozyng i tryptofan oraz endogenne: kwas glutaminowy,
kwas asparaginowy, seryne, proling, glicyne, alaning i cysteing. Przyjeto, ze dawka 30 g
pytku jest wystarczajagca do pokrycia dziennego zapotrzebowania organizmu czlowieka
na podstawowe aminokwasy. Pylek jest skromnym ilo§ciowo zZrodlem weglowodanow,
biorac pod uwage dzienne zapotrzebowanie organizmu cztowieka na cukry. Jest natomiast
fatwo przyswajalnym zrodlem energetycznym. Weglowodany wystepuja w pytku w postaci
polisacharydow (skrobia, celuloza), a takze mono- i disacharydow (glukoza, fruktoza,
ksyloza i arabinoza). W pszczelim pokarmie stwierdzono obecnos¢ 14 niezbednych
nienasyconych kwasow tluszczowych (NNKT), takich jak: kwas linolowy, linolenowy,
arachidowy, jak rowniez fosfolipidow. Kompleks witamin obecnych w pylku ma dzialanie
wielokierunkowe. Zaliczy¢ mozna do nich: karotenoidy (prowitamina A), tokoferole
(witamina E), tiaming (witamina By), ryboflawine (witamina B,), pirydoksyne (witamina Bg),
cyjanokobalaming (witamina Bj,), kwas askorbinowy (witamina C), kwas nikotynowy
(witamina PP), kwas pantotenowy (witamina B3), kwas foliowy, a takze bioflawonoidy
(np. kwercetyna). W popiele pochodzacym z pylku stwierdzono obecnos¢ réznych metali
np.: K, Mg, Ca, Fe, Na, Mn, Mn, Zn i Cu. Wystepujace w pylku pszczelim zwigzki
biologicznie czynneobejmuja substancje o zrdéznicowanym dziataniu np. fitosterole, kwasy
organiczne (jabtkowy, winowy i mlekowy) oraz enzymy (o i f amylaza, kwasne fosfatazy,
katalaza, inwertaza, pepsyna, trypsyna, lipaza i laktaza). Do substancji o dziataniu
antybakteryjnym mozna zaliczy¢: inhibiny oraz fenolokwasy, trojterpeny i fitohormony.
Substancje zapachowe obecne w pytku zaliczane sa do olejkéw eterycznych. Barwniki
natomiast sg mieszaning takich zwigzkow jak: karotenoidy, flawony, antocyjany, chlorofil,
melanina i inne. Wszystkie wymienione substancje sg wrazliwe na dziatanie podwyzszonej
temperatury, promieni ultrafioletowych, a ponadto na zmian¢ odczynu pH [Pikulska i Terao,
1998; Almaraz-Abarca i in., 2007; Grzebalska i in., 2007; Balog i in., 2009].
Pytek kwiatowy pochodzacy z réznych gatunkow roslin mozna podzieli¢ na 4 grupy:
e do pierwszej grupy nalezy zaliczy¢ pytek o bardzo duzej wartosci odzywczej zbierany
z: brzozy, trawy, wrzosu, szafranu, maku polnego, kukurydzy, gruszy, koniczyny
czerwonej i bialej, babki i wierzby;
o druga grupe stanowi pytek o do$¢ duzych wiasciwosciach odzywczych, pochodzacy
z: jaworu, buku, bukszpanu, mniszka lekarskiego, topoli i wigzu,
e natomiast pytek o $redniej wartosci odzywezych pochodzacy z: olchy czarnej, grabu,
leszczyny i osiki stanowi trzecig grupeg;
e czwarta grupa to pytek zbierany z drzew iglastych o matej warto$ci odzywczej
[Banaszak 1993].

Metody pozyskiwania pytku kwiatowego

Zbieraniem pylku kwiatowego zajmuje si¢ niewielu pszczelarzy, poniewaz jest
to czynno$¢ mozolna, a sam produkt szybko si¢ psuje. Do pozyskiwania pytku stuza
specjalne urzadzenia, zwane potawiaczami pytku. Ogolna zasada ich funkcjonowania polega
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na odbieraniu obndzy pytkowych pszczotom zbieraczkom podczas ich powrotu do ula.
W tym celu na ich drodze ustawia si¢ r6zne przeszkody. Obnoéza odbiera si¢, umieszczajac
potawiacze pytku w dennicy lub na wylocie, wskutek czego pszczoty powracajac do ula,
musza przeciskaé si¢ przez otwory w plytce i pozostawiaja wigkszos$¢ pytku na zewnatrz.
Ciekawostka jest fakt, ze kiedy wlot ula jest zagrodzony przez potawiacz, pszczoty leca
do innych uli, ktéore maja odkryty wlot, dlatego kazdy ul powinien by¢ zaopatrzony
w potawiacz. Wewnatrz ula potawiacze zaklada si¢ na dennicy lub w gornej czesci,
sa to tzw. potawiacze nadramkowe. W dennicy znajduje si¢ szuflada, czyli komora zbiorcza.
Jest ona odgrodzona dla pszczoét, tak zeby nie mogly si¢ do niej dosta¢ i wynosi¢ pytku.
Obnodza pytkowe nalezy odbiera¢ codziennie, poniewaz pylek zawiera 35% wody, szybko
plesnieje i wytwarzaja si¢ w nim toksyny. Niedopuszczalne jest natomiast pozostawienie
go na kilka dni w stanie wilgotnym po zbiorze - nalezy go niezwlocznie wysuszy¢
po zebraniu. Pozyskiwanie pylku moze odbywaé si¢ przez caly sezon. Rodziny pszczele,
od ktérych uzyskuje si¢ pylek nie cierpia na jego niedostatek, gdyz pszczoly pracuja
wowczas intensywniej. Pylku nie wolno odbieraé, jesli czerw choruje na grzybice,
w rodzinie pszczelej jest staby instynkt czyszczenia, rodzina jest staba oraz kiedy gniazdo
zostato wilasnie poszerzone. Kiedy w ulu jest duzy zapas pierzgi, pszczoty przestajg zbieraé
pytek, pozostawiajac w ten sposob miejsce na nektar. Aby pobudzi¢ pszczoly
do przynoszenia pylku, nalezy zabra¢ z uli plastry z pierzga [Meurer-Grimes, 1995;
Majewska i Trzanek, 2009]. Do intensywnego potawiania pytku uzywa si¢ potawiaczy
dennicowych, plastrowych, powatkowych lub zawieszonych nad wylotkami. Potawiacze
dennicowe musza mie¢ wymiary takie same, jak korpusy uli w pasiece. W przypadku
zawieszonego potawiacza pyltku, mozliwe jest jego zastosowanie do kazdego rodzaju
ula,jednak w uzytkowaniu jest on do$¢ ktopotliwy, gdyz jego plytka potawiajaca moze by¢
tylko przez kilka godzin wystawiona na stracanie obnézy.Pszczoly zmuszone
sa do przeciskania si¢ w obie strony bardzo czesto blokujac otwor, co prowadzi do uduszenia
si¢ rodziny.

Wybieranie obnozy pytkowych powinno odbywaé si¢ jak najczesciej, aby nie
dopusci¢ do zawilgocenia pytku, gdyz zaatakowany przez plesnie pylek nie nadaje si¢
do spozycia. Niebezpieczne sg szczegdlnie okresy wilgotne i deszczowe. Wysuszone obnoza
pytkowe muszg zostaé oczyszczone z wosku i martwych pszczol. Pytek mozna czyscic
rgcznie, jednak bardziej efektywne jest uzycie mechanicznej wialni, w ktorej wykorzystuje
si¢ wymuszony przeplyw powietrza z wentylatora napgdzanego silnikiem elektrycznym.
W pojemniku zasobnika powinno si¢ miesci¢é 11,8 dm® pylku, ale z praktyki wynika,
7e pojemnosé ta wynosi ok. 10 dm®. Komora oczyszczajaca podzielona jest na trzy korytka
z pochylniami. Do korytek spadaja: obndza duze i mate oraz zanieczyszczenia o réznych
wymiarach. Zanieczyszczenia sa wydmuchiwanie na zewnatrz, a pylek przesuwany jest
do komory oczyszczajgcej [Kluczewski, 2003; Klimek i Tokar, 2007].

Nastgpnym etapem przygotowania pytku do konsumpcji jest jego wysuszenie. Pytek
rozktada si¢ cienka warstwa na gestych sitkach, ustawionych w przewiewnym, cieptym oraz
ciemnym miejscu. Po wstepnym przesuszeniu pylek zsypuje si¢ na grubszg warstwe. Zaleca
si¢ mieszanie pylku, zwlaszcza na poczatku procesu suszenia, ktory powinien trwac
ok. 5 dni. Wysuszone obndza tworza twarde brytki o zmienionym zabarwieniu. Zawarto$¢
wody w wysuszonym pytku waha si¢ w granicy od 3 do 6 %. W gospodarstwach
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pasiecznych, nastawionych na zbiory wigkszych ilosci pytku stosuje si¢ szafki grzewcze lub
suszarki zbudowane na wzor suszarek przemystowych. Wykorzystuje si¢ tez suszarki
elektryczne, jednakze temperatura podczas zabiegu nie moze przekracza¢ 40°C, a czas
suszenia powinien by¢ mozliwie jak najkrotszy, aby ograniczy¢ utrate sktadnikow lotnych
pytku. Uzyskane w ten sposob obndza rozktada si¢ cienka warstwa na kazdej z polek. Pytek
jest suchy, gdy nie da si¢ go zagnie$¢, natomiast zbyt silnie wysuszony nie da si¢
sproszkowac¢. Urzadzenia te nie powinny wykorzystywa¢ promieniowania ultrafioletowego,
gdyz niszcza one skladniki pytku. Innym sposobem suszenia jest suszenie prozniowe lub
liofilizacja [ Typanski, 1998].

Wiasciwosci odzywcze pytku kwiatowego

Karmienie pytkiem larw i mlodych pszczoét warunkuje ich lepsza kondycje
i zwickszong odporno$¢ na choroby. Pozwala to im na efektywniejsze loty i w efekcie
koncowym zwickszenie produkcyjno$ci rodziny pszczelej. Publikacje nawiazujace
do warto$ci odzywczej pytku pszczelego i jego aktywnosci biologicznej opisuja najczesciej
jego wpltyw na organizm ludzki, nie skupiajac si¢ na wilasciwosciach poszczegodlnych
sktadnikéw chemicznych pytku, ale raczej na obecnych na rynku réznych preparatach
pytkowych, np. mieszaniny miodowo-pytkowej, rozdrobnionych obnozy, wyciagow,
drazetek, charakteryzujac w ten sposob kompleksowe dziatanie zwigzkoéw aktywnych.
Skutecznos¢ dziatania pytku zalezy od formy jego podania i stopnia jego przyswajalnosci
przez organizm czlowieka. Pszczele obndza bylyby korzystniejsze dla organizmu cztowieka,
gdyby nie to, ze dla wielu konsumentéw s3 one cigzkostrawne i trudno przyswajalne.
Dlatego tez sporzadza si¢ wyciagi wodne i thuszczowe [Bratkowski i Wilde, 2002; Alcatara-
Neves i in., 2008].

Pylek pszczeli wykazuje réznorodne dziatanie bioterapeutyczne:

e antybakteryjne i antybiotyczne — rézne w zalezno$ci od gatunku rogliny z ktorych
pochodzi pytek;

e  regenerujgce — pylek jest cenng odzywka stosowang w stanach rekonwalescencji
i niedozywienia, $rodkiem wzmacniajgcym podczas wyczerpania oraz zmgczenia
psychofizycznego, poprawiajacym wydolnos¢ intelektualng w  przypadkach
op6znionego rozwoju, jak rowniez poprawiajacym taknienie, oraz eliminujagcym
potrzebe przyjmowania anabolikdw przez sportowcow i1 0sob cigzko pracujacych;

e uodparniajagce — korzystnie wptywa na uklad immunologiczny powodujac wzrost
odpornosci, wzmaga wytwarzanie przeciwcial, przyspiesza leczenie zakazen, chroni
przed promieniowaniem jonizujaCym;

e  detoksykacyjne — w odniesieniu do zwigzkéw chemicznych i lekow syntetycznych
dziata ostaniajaco i odtruwajaco na komoérki watroby;

e  terapeutyczne — zalezne od rodzaju rosliny z ktérej pochodzi np. pylek z kwiatow
akacji dziata uspokajajaco, natomiast uzyskiwany z kwiatow jabloni polecany jest
w schorzeniach serca, pytek pochodzacy z tymianku reguluje ci$nienie krwi;

e odzywcze — pobudza apetyt, normalizuje procesy trawienia, ma wysokg warto$¢
dietetyczng i odzywcza [Almaraz-Abarca i in., 2007; Louaileche i in., 2007; Balog
i in., 2009; Kuzmicka i in., 2010].
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Pylek kwiatowy znalazl zastosowanie w leczeniu wielu schorzen. Jego spozycie
wskazane jest przy:

e  chorobach skory np. tuszczycy | wypadaniu wlosow;

e  stanach zapalnych i wrzodziejacych btony $luzowej jamy ustnej i opryszce;

o gruzlicy;

e nadci$nieniu tetniczym;

e  zapaleniu migénia sercowego;

e  miazdzycy i jej powiktaniach poprzez obnizenie poziomu lipidow oraz korzystnym
wplywie na uktad krazenia i dziataniu rozkurczowym na naczynia wiencowe;

e chorobach gornych droég oddechowych takich jak: przezigbienie, grypa, poprzez
skrocenie czasu leczenia i tagodzenie infekcji;

e chorobach przewodu pokarmowego np. zaparcia, biegunki, wrzodziejace zapalenie
jelita grubego;

e chorobach watroby np.: zapalenia watroby typu bakteryjnego i wirusowego,
toksyczne uszkodzenia, marsko$¢, stany pourazowe;

e  stanach zapalnych i przerostowych gruczotu krokowego, pecherzykdéw nasiennych,
nieswoistych zapalen cewki moczowej — pylek wplywa na cofanie si¢ zmian
zapalnych, likwidacj¢ zalegania moczu, impotencj¢, poprawa rowniez
spermatogenez¢ i owogenezg;

e  bywa pomocny przy niedokrwisto$ci, anemii i chorobach alergicznych;

e  chorobach narzadéw wydzielania wewnetrznego — nastgpuje zwigkszenie wydzielania
insuliny i tyroksyny;

e  chorobach narzadu wzroku np.: zapalenie siatkowki, rogéwki badz spojowki;

e chorobach psychicznych, zaburzeniach starczych, stanach wyczerpania, nerwicach
oraz chorobach nowotworowych [Almaraz-Abarca i in., 2007; Louaileche i in., 2007;
Balog i in., 2009; Kuzmicka i in. 2010].

Ze wzgledu na swoje wlasciwos$ci pytek kwiatowy znalazt rowniez bardzo szerokie
zastosowanie w kosmetyce [Kuzmicka i in., 2010].

Dawkowanie pylku pszczelego

Zwykle w celach leczniczych polecana jest miesieczna kuracja, ktéra polega
na przyjmowaniu pytku pszczelego codziennie, najlepiej rano na czczo, zaczynajgc od kilku
gramow i dochodzac do ok. 35 g na dobg. W kuracjach wielomiesigcznych, sezonowych
np. zimowo-wiosennych nie nalezy przekraczac¢ ilosci 20 g pytku na dobg. W kompleksowej
terapii w potaczeniu z innymi produktami pszczelimi nalezy zmniejszy¢ jego dawki.
Dzieciom do lat 10 nalezy podawa¢ 1/3 dawki, natomiast dzieciom w wieku 10-15 lat
potowe dawki przeznaczonej dla dorostych. Przerwa w leczeniu powinna trwac
ok. 3 miesigcy. Spozywanie pylku zalecane jest w stanie naturalnym, po zmieszaniu
z np. mastem, mlekiem, sokiem owocowym, konfiturami lub twarogiem. Jednak najczesciej
stosuje si¢ mieszanki miodowo-pytkowe, wykonywane w réznych proporcjach. Im mniejsza
zawarto$¢ pytku w stosunku do miodu, tym takg mieszank¢ mozna dtuzej przechowywac,
np. mieszanka o proporcji 1:1 moze by¢ przechowywana przez okres roku, a mieszanka
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0 proporcji 1,7:1,0 nie traci zdolnosci do spozycia po uptywie p6t roku [Katuzy, 1996;
Flaczykiin., 2011,].

Podsumowanie

Pylek pszczeli nalezy do produktow zywnos$ciowych, ktére powinny odznaczaé si¢
wysokimi standardami jakosciowymi. Wynika to z faktu, ze konsumenci si¢gaja po ten
produkt w momencie powaznych probleméw zdrowotnych. Mozliwo$¢ skazenia pytku jest
bardzo prawdopodobna przez zanieczyszczenia srodowiskowe lub leki weterynaryjne, ktore
moga zawiera¢ tatwo kumulujace si¢ w roslinach pierwiastki toksyczne. Korzystne dziatanie
pytku zostalo udokumentowane naukowo, jest on do§¢ zréznicowanym produktem
ros$linnym, bogatym w substancje biologicznie aktywne.Pozwala on na uzupehianie
niedoboréw pokarmowych, jak réwniez na lepsze przystosowanie organizmu ludzkiego
do niekorzystnych warunkoéw otoczenia, poprawiajac jego stan fizyczny i psychiczny.Na tej
podstawie mozna przyjaé, ze pytek kwiatowy nalezy uzna¢ za wartosciowy suplement diety.
Nalezy doda¢, ze omawiany produkt pszczeli nie stanowi zagrozenia dla zdrowia i znajduje
si¢ juz od dluzszego czasu w charakterze suplementéw diety na rynku krajowym i rynkach
innych krajow Unii Europejskiej.
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ZAWARTOSC BARWNIKOW BETALAINOWYCH, ZDOLNOSC
ANTYOKSYDACYJNA ORAZ CECHY SENSORYCZNE SWIEZYCH,
PASTERYZOWANYCH | PRZECHOWYWANYCH SOKOW
Z BURAKA CWIKLOWEGO

Streszczenie

Celem pracy byla ocena zawarto$ci barwnikow betalainowych, zdolnosci
antyoksydacyjnej 1 cech sensorycznych sokéw  $wiezych, pasteryzowanych
i przechowywanych otrzymanych z korzeni 3 odmian buraka ¢wiktowego. Najwyzsza
zawarto$cig barwnikow betalainowych oraz zdolnoscia antyoksydacyjna charakteryzowat si¢
sok z odmiany Chrobry, a najnizsza sok z odmiany Nochowski. Proces pasteryzacji
sokowpowodowatl znaczng degradacj¢ betacyjanow wynoszacg od 24 do 29 %, i wzrost
betaksantyn 0d10 do 56%, oznaczonych metoda wg Nilssona. Zdolnoéci antyoksydacyjne
sokow pasteryzowanych nie ulegly istotnym zmianom.

Poélroczne przechowywanie pasteryzowanych sokow bez dostgpu §wiatltaw temp. 4°C,
powodowato niewielkie straty barwnikow fioletowych (0K. 3%) i znaczne straty barwnikow
z6tych (od 11 do 20%), w porownaniu do sokow pasteryzowanych przed
przechowywaniem. Zdolnosci antyoksydacyjne sokoéw pasteryzowanych po poétrocznym
przechowywaniu nie r6znity si¢ istotnie od zdolno$ci antyoksydacyjnych sokow swiezych.

Proces pasteryzacji miat istotny wplyw na zmniejszenie odczucia smaku i posmaku
gorzkiego, oraz smaku cierpkiego w sokach, a podtroczne przechowywanie dodatkowo
wptyneto na obnizenie gorzkosci i cierpko$ci Soku z burakéw badanych odmian.

Z kolei odczucie smaku stodkiego byto silniejsze w sokach pasteryzowanych niz
w sokach $wiezych, a przechowywanie sokow pasteryzowanych miato istotny wpltyw
na zwickszenie odczucia smaku stodkiego.

Stowa kluczowe: betalainy, antyoksydanty, cechy sensoryczne,sok z buraka ¢wiklowego

Wprowadzenie

Zywno$¢ pochodzenia ro$linnego zawiera wiele skladnikéw, ktére oprocz
dostarczania substancji odzywczych i energii moga oddziatywaé prozdrowotnie na ludzki
organizm. Burak ¢wiklowy jest cennym Zrodlem biologicznie czynnych zwigzkow, ktore
wykazuja szereg korzystnych dla organizmu wlasciwosci, m.in. przeciwutleniajace,
przeciwzapalne i przeciwnowotworowe [Pedreno i Escribano, 2000; Strack, 2003].
Wiasciwosci  prozdrowotne buraka ¢wiklowego wynikaja z obecnosci barwnikow
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betalainowych, a takze czeSciowo z obecnoéci zwigzkéw polifenolowych isaponin
triterpenowych [Escribano i in., 1998; Ravichandran i in., 2012; Mikotajczyk-Bator, 2015].

Betalainy zaliczane sa do kationowych antyoksydantéw, betacyjany, dzigki obecnosci
grupy fenolowej (-OH) w pozycji C6 i grupy aminowej (-NH) w pierScieniu, sg dobrymi
donorami elektronow [Strack i in., 2003], i mogg dziata¢ jako zmiatacze wolnych rodnikow
[Pedreno i Escribano, 2000].

Burak ¢wiklowy nalezy do warzyw spozywanych w duzej iloSci przez caty rok, jest
tanim i tatwo dostepnym surowcem na polskim rynku. Surowiec ten jest spozywany glownie
po jego przetworzeniu, w trakcie ktorego zmienia si¢ struktura barwnikow betalainowych
oraz wilasciwosci przeciwutleniajace tego surowca.Sok z buraka ¢wiklowego w postaci
koncentratu lub suszu moze by¢ wykorzystany do wyrobu koncentratow barszczu oraz jako
preparat barwiacy, uzywany do barwienia produktow stabo kwasnych i obojetnych, takich
jak produkty mleczarskie, cukiernicze (w tym dzemy) czy wyroby wedliniarskie
[Ziclinska-Przyjemska i in., 2009; Georgiev i in., 2010]. Zawartos¢ barwnikow
betalainowych w soku buraka éwiklowego waha si¢ od 0,8 do 1,3 g/L w zaleznosci
od odmiany buraka [Wruss i in., 2015].

Poszczegdlne odmiany burakow ¢wiktowych réznig si¢ dtugoscia okresu wegetacji,
cechami morfologicznymi, plennoscia, a takzesktadem i cechami smakowymi [Kowalski
i Pedzinski, 2003].

Celem pracy byla ocena zawarto$ci barwnikow betalainowych, zdolnosci
antyoksydacyjnej 1 cech  sensorycznych  sokow  $wiezych, pasteryzowanych
i przechowywanych otrzymanych z 3 odmian korzeni buraka ¢wiktowego.

Material i metody

Materiatem do badan byly korzenie buraka c¢wiklowego trzech odmian Bonel,
Chrobry i Nochowski. Korzenie burakow ¢wiklowych pochodzity ze ,,Spodjni,, Hodowla
i Nasiennictwo Ogrodnicze w Nochowie. Sok przygotowywano za pomoca sokowirowki
(Zelmer), a nastepnie odwirowano (15 min, 4600 obr./min).

Pasteryzacje soku przeprowadzono w zamknigtych szklanych pojemnikach, przy
uzyciu fazni wodnej w temp. 90°C przez 30 min. Bezposrednio po zakonczeniu pasteryzacji
pojemniki z sokiem chtodzono w wodzie o temp. 20°C. Pasteryzowany sok W pojemnikach
szklanych (250 ml) przechowywano przez 6 miesigcy bez dostepu $wiatta w temp. 4°C.

Zawarto§¢ barwnikéw betalainowych w sokach z buraka ¢éwiklowego oznaczono
metodar6znicowa wg Nilssona [Nilsson, 1970]. Metoda ta pozwala na réwnoczesne
oznaczenie zawartosci fioletowych betacyjanéw 1 zottych betaksantyn. Zawartos¢
barwnikow podano w mg/100 ml proby. Pomiary absorbancji wykonywano przy
476, 538 i 600 nm, stosujgc spektrofotometr Thermo Electron Corporation Helios Beta.
Przed pomiarem absorbancji, probe rozcienczano buforem fosforanowym o pH 6,5 tak, aby
warto$¢ absorbancji miescita si¢ w zakresie 0,2 — 0,8. Jako probe zerowg stosowano bufor
fosforanowy o pH 6,5.

Zdolno$¢ antyoksydacyjng sokéw z buraka oznaczono metoda z kationorodnikiem
ABTS [Re i in., 1999], polegajaca na okresleniu stopnia zmiatania rodnikéw ABTS®
wytworzonych uprzednio podczas reakcji chemicznych z nadsiarczanem potasu
K20gS,.Wytworzone podczas reakcji rodniki maja barwe niebieskozielong,dodawane
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antyoksydanty, redukujac kationorodnik ABTS (kwas 2,2’-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-
6-sulfonowy), powoduja zanik barwy roztworu, przy czym spadek intensywnosci
zabarwienia zalezy od zawartosci przeciwutleniaczy w roztworze.Na podstawie
prostoliniowej zalezno$ci procentowej redukcji kationorodnika ABTS od stezenia soku
wyznaczono réwnanie regresji. Wspotczynniki z rdwnania regresji badanych sokéw oraz
z krzywej standardowej wyznaczonej dla Troloxu postuzyly do wyliczenia wartosci TEAC
poszczegolnych sokéw w pmol Troloxu na mlsoku.

Oceng¢ sensoryczng wykonywano za pomocg arkusza sporzadzonegoprzy
zastosowaniu metody profilowania smakowito$ci [Barytko-Pikielna i Matuszewska, 2009].
Badano nastgpujace wyrdzniki: smak gorzki, posmak gorzki (ang. bitter aftertaste), smak
cierpki, stodki i buraczany. Nat¢zenie not smakowych bylo mierzone 10-stopniowa skalg.
Analiz¢ sensoryczng prowadzono technikg przeptukiwania jamy ustnej (ang. sip-and-spit)
[Frank i in., 2008]. We wszystkich przeprowadzonych ocenach sensorycznych brat udziat
11-osobowy zespOt 0sdb oceniajacych, odpowiednio wyselekcjonowany i przeszkolony,
0 sprawdzonej wrazliwosci sensorycznej [PN-1SO8586—1(2): 1998].

Ocen¢ réznic pomigdzy warto§ciami $rednimi przeprowadzono na podstawie
jednoczynnikowej analizy wariancji, na poziomie istotnosci o= 0,05. W celu niepewnosci
pomiaru TEAC wykre$lono krzywe metoda najmniejszych kwadratow. Wszystkie analizy
zostaty przeprowadzone w trzech niezaleznych powtdrzeniach, dane opisano podajac
odchylenie standardowe (+SD). Obliczen dokonano za pomoca arkusza kalkulacyjnego
Microsoft Excel.

W celu opracowania wynikow ocen sensorycznych oraz okre$lenia rdéznic migdzy
zdolnoscia antyoksydacyjna sokow $wiezych, ogrzewanych 1 przechowywanych
otrzymanych z 3 odmian buraka, zastosowano dwuczynnikowa analize wariancji
i weryfikacje hipotez przy zastosowaniu poziomu istotnosci oo = 0,05, za pomocg arkusza
kalkulacyjnego Microsoft Excel. Weryfikowano nastepujace hipotezy: analizowane soki
z 3 odmian réznig si¢ badanymi wyrdéznikami smakowymi. Soki $§wieze, pasteryzowane
i przechowywane r6znig si¢ zdolnos$cig antyoksydacyjng oraz natgzeniem odczuwania smaku
i posmaku gorzkiego, smaku cierpkiego, stodkiego i buraczanego.

Wyniki i dyskusja

Najwicksza zawarto$¢ barwnikow betalainowych uzyskano w soku zodmiany
Chrobry, a najmniejszg z odmiany Nochowski (tab. 1). Stwierdzono korelacje migdzy
zawarto$cia betacyjanéw a zdolnoécig antyoksydacyjng sokéw (R?= 0,98) z badanych
odmian burakow c¢wikltowych. Zawarto$¢ barwnikow fioletowych w odmianie Chrobry
wynosita 113 mg/100 ml soku, a zoéttych 52 mg/100 ml soku. Wysoka zawarto$cia
barwnikéw fioletowych i zéttych charakteryzowat sie rowniez sok z odmiany Bonel,
zawarto$¢ barwnikow fioletowych wynosita 99 mg/110 ml, a z6ttych 90 mg/100 ml soku.

Pasteryzacja mialta istotny wplyw na zmiany zawarto$ci barwnikéw betalainowych
w sokach. Ogrzewanie sokoéw buraka ¢wiklowego w temperaturze 90°C przez 30 minut
powodowato znaczne straty barwnikow fioletowych wynoszace od 24 do 29%, w zaleznosci
od analizowanego soku otrzymanego z 3 odmian buraka, a w przypadku barwnikow zottych
obserwowano wzrost zawartosci tych barwnikow od 10 do 56%.
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Jak wynika z doswiadczenia, ogrzewanie sokow z buraka ¢wiktowego powodowato
znaczng degradacje barwnikow fioletowych, natomiast nie wplywalo destrukcyjnie
na zawarto$¢ barwnikow zottych, ktorych poziom znacznie wzrdst. Podobne wyniki uzyskali
Kidon i in., [2007] — wg autoréw dziatanie podwyzszonej temperatury (suszenie,
blanszowanie) zmniejsza zawarto$¢ barwnikow fioletowych i zwigksza barwnikéw zo6ltych
w korzeniach buraka ¢wiktowego [Kidon i Czapski, 2007].

Zmniejszenie st¢zenia betacyjanow podczas obrobki termicznej jest wynikiem przede
wszystkim rozpadu betaniny na kwas betalamowy i cyklo-DOPA [Saguy i in., 1978].
Badania innych autorow dowodza, ze pod wplywem wysokiej temperatury fioletowe
betacyjany mogag ulega¢ réznym przemianom chemicznym, w tym dekarboksylacji,
dehydrogenacji, hydrolizy prowadzac do powstania produktow degradacji betacyjanow
o barwie zottej [Nemzer i in., 2011].

Z przeprowadzonych do$wiadczen wynika, ze pomimo bardzo duzych strat
barwnikoéw fioletowych w czasie ogrzewania, zdolno$¢ antyoksydacyjna nie uleglaistotnym
zmianom, a w przypadku soku z odmiany Chrobry,zdolno$¢ antyoksydacyjna zwickszyla sie
0 3%. Jednocze$nie w soku ztej odmiany, stwierdzono najwigkszy wzrost zawarto$ci
barwnikéw zo6ttych w czasie ogrzewania (o 56%), co wskazujena powstanie produktow
rozpadu z betacyjanéw o barwie zo6ttej, posiadajacych duzg zdolnos$é antyoksydacyjna.

Wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej buraka ¢wiklowego w czasie przetwarzania
obserwowali rowniez Ravichandran i in. [2013]. Autorzy stwierdzili, Ze w czasie procesOw
technologicznych takich jak gotowanie, pieczenie i podgrzewanie mikrofalowe buraka
¢wiktowego, nastepuje 2-3 krotny wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej tego surowca,
w porOéwnaniu z proba kontrolng [Ravichandran i in., 2013]. Podobne wyniki uzyskali
Kidon i in. [2007], stwierdzili 2-krotny wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej burakow w czasie
blanszowania, pomimo strat barwnikoéw czerwonych na poziomie 25% [Kidon i in., 2007].

Bardzo duza degradacja barwnikoéw fioletowych w czasie ogrzewania i niewielki
spadek lub wzrost zdolno$ci antyoksydacyjnej sokow ogrzewanych (tab. 1), pozwala
przypuszczaé, ze zdolno$¢ antyoksydacyjna sokéw z buraka jest sumg naturalnie
wystepujacych w buraku ¢wiklowym réznych metabolitow  wtérnych  (barwnikoéw
betalainowych, zwigzkéw polifenolowych i saponin triterpenowych) i ich produktow
rozpadu.

Z danych dostgpnych w literaturze wynika, ze za zdolno$§¢ antyoksydacyjng burakoéw
¢wiklowych odpowiedzialne sa nie tylko barwniki betalainowe, ale rowniez czeSciowo
zwiazki polifenolowe oraz saponiny triterpenowe [Escribano i in., 1998; Ravichandran
i in., 2012; Mikotajczyk-Bator, 2015]. W burakach ¢wiklowych wystepuja mate ilosci
kwasow hydroksycynamonowych takich jak galusowy, syryngowy, kofeinowy i flawonoidy
[Kazimierczak i in., 2014], oraz saponiny triterpenowe ktore stanowig liczng grupe
zwigzkéw o bardzo zroéznicowanej budowie chemicznej, bedacych O-glikozydowymi
pochodnymi 4 réznych aglikonéw: kwasu oleanolowego, hederageniny, kwasu akebonowego
i gipsogeniny [Mikotajczyk-Bator i in., 2016].

Zdolno$¢ antyoksydacyjna sokow pasteryzowanych po pétrocznym przechowywaniu
w temp. 4°C, nie roznita si¢ istotnie od zdolnosci antyoksydacyjnej sokow $wiezych
i ogrzewanych z poszczegdlnych odmian. Przechowywanie pasteryzowanych sokow
powodowato niewielkie straty barwnikow fioletowych (okoto 3%) i znaczne straty
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barwnikéw zottych (od 11 do 20%), w poréownaniu do sokow pasteryzowanych przed
przechowywaniem. Jedng z przyczyn duzych strat barwnikdéw zottych po przechowywaniu
moze by¢ to, ze produkty rozpadu betacyjandw, charakteryzujace si¢ barwa zolta
i powstajace w Czasie ogrzewania, sg niestabilne w czasie przechowywania.

Analizujac oceny sensoryczne sokow swiezych, pasteryzowanych
i przechowywanychotrzymanych z 3 odmian buraka, najwigkszym odczuciem
gorzko$cicharakteryzowaty si¢ soki z odmian Nochowski i Chrobry. Gorzko$¢ korzeni tych
odmian odczuwano na poziomie 3,7 i 3,2 pkt. w 10-stopniowej skali ocen (rys. 1), natomiast
sok z odmiany Bonel cechowal si¢ mniejszym odczuciem smaku gorzkiego (2,0 pkt.).
Podobnie bylo w przypadku posmaku gorzkiego (aftertaste), Ktory byt cecha dominujaca
w sokach z odmian Chrobry i Nochowski. Posmak gorzki w §wiezych sokach z tych odmian
odczuwano na poziomie 4,6 pkt., a w soku z odmiany Bonel na poziomie 3,5 pkt. Proces
pasteryzacji istotnie wplynal na zmniejszenie posmaku gorzkiego w badanych sokach
(4.0, 3,6 i 1,8 pkt. odpowiednio dla odmiany Chrobry, Nochowski i Bonel). Potroczne
przechowywanie pasteryzowanych sokow wplyngto na dalszy spadek odczuwania cech
goryczkowych (smaku i posmaku gorzkiego) we wszystkich analizowanych sokach (rys. 1).

Podobng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku smaku cierpkiego, soki $wieze byly
znacznie bardziej cierpkie niz soki pasteryzowane, a potroczne przechowywanie sokow
pasteryzowanych dodatkowo wptyneto na obnizenie cierpkosci.

Odwrotng zaleznos¢ stwierdzono w przypadku smaku stodkiego, soki ogrzewane byly
stodsze niz soki $wieze, $rednio o 0,6 pkt. Odczucie smaku stodkiego w sokach §wiezych
byto na poziomie od 3,8 do 4,1 pkt., w zalezno$ci od odmiany, a po ogrzewaniu na poziomie
od 4,5 do 4,6 pkt., natomiast po przechowywaniu odczucie stodkosci w sokach bylo jeszcze
wyzej ocenione na poziomie od 4,9 do 5,0 pkt.

Stwierdzono istotne rdéznice smaku stodkiego i cierpkiego w sokach §wiezych,
ogrzewanych i przechowywanych z buraka ¢wiktowego.

We wszystkich analizowanych odmianach natezenie smaku buraczanego oceniono
na wysokim poziomie w zakresie od 4,4 do 4,7 pkt. Smak buraczany jest typowym
wyroznikiem tego surowca.Odczucie smaku buraczanego w analizowanych sokach
z 3 odmian buraka ¢wiktowego nie roznito sie istotnie po ogrzewaniu czy przechowywaniu,
w poroéwnaniu do sokow $wiezych.

Stwierdzono, ze pasteryzowanie i przechowywanie sokow pasteryzowanych poprawia
ich cechy sensoryczne, wplywajac na zmniejszenie intensywnosci odczucia cech
goryczkowych oraz smaku cierpkiego i jednoczesne zwigkszenie odczucia smaku stodkiego.
Szczegdlng uwage zwraca fakt, Zze wszystkie soki charakteryzowaly si¢ silniejszym
posmakiem (aftertaste) gorzkim, niz smakiem gorzkim.

Istotne réznice w smaku i posmaku gorzkim badanych sokéw, powoduja na ogot
rézne grupy zwiazkéw chemicznych, do ktorych zalicza si¢ obecne w burakach ¢wiktowych
saponiny triterpenowe.Wyniki badan sensorycznych wyizolowanej mieszaniny saponin
z odmiany Nochowski wykazaly, ze grupa tych zwigzkéw powoduje silny smak gorzki
[Mikotajczyk-Bator i Kikut-Ligaj, 2016].
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Tabela 1. Zawarto$¢ barwnikoéw betalainowych i zdolno$¢ antyoksydacyjna w sokach §wiezych, pasteryzowanych oraz przechowywanych po
pasteryzacji, z 3 odmian buraka ¢wiktowego

Zawarto$¢ barwnikow betalainowych wg Nilssona[mg/100ml] TEAC[uM Trolox/ml]
Ot?un:;iga Sok §wiezy Sok pasteryzowany® Sok swiezy Sok pasteryzowany®

barwniki fioletowe barwniki zolte barwniki fioletowe barwniki zolte barwniki fioletowe barwniki zolte Swiezy pasteryzowany Efzséirﬁ/
Bonel 99.5"4 90.1%A 75.2°8 99.7>8 72.8"¢ 88.3"¢ 17.7%F 16.6°F 16.2%°
+1.05 +1.55 +1.00 +1.44 +1.02 +0.09 +0.02 +0.03 +0.04

Chrobr 113.8%4 52504 80.5%° 82.2%8 79.1¢ 68.9%¢ 20.7%F 21.4%E 20.2%P
y +1.39 +1.73 +0.51 +0.65 +1.04 +1.02 +0.01 +0.02 +0.02
Nochowski 84.2%4 43.3*4 63.7%° 58.4%8 61.3*¢ 46.3*°¢ 15.5%F 15.24F 15.1%P
+1.05 +0.70 +0.50 +0.49 +0.06 +0.05 +0.02 +0.03 +0.04

*Warunki pasteryzacji: 90°C/30minut

2Warunki przechowywania: 6 miesigcy, bez dostgpu $wiatta w temp.

ab ¢ zawartosé barwnikow fioletowych lub z6ttych rozni sig istotnie miedzy odmianami (istotne réznice miedzy $rednimi w wierszach)

AB.C zawartos¢ barwnikow fioletowych lub zottych rozni sie istotnie w sokach $wiezych, pasteryzowanych i przechowywanych (istotne roznice miedzy $rednimi w kolumnach)
de2dolnos¢ antyoksydacyjna sokow rozni sie istotnie miedzy odmianami (istotne réznice migdzy $rednimi w wierszach)

PEF zdolnosé antyoksydacyjnasokow $wiezych, pasteryzowanych i przechowywanych nie r6zni sie istotnie (brak istotnych réznic miedzy $rednimi w kolumnach)
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Bonel Chrobry

Gorzki Gorzki
5 /
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/ -
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Posmak

Buraczany ,‘ 7 gorzki

—o—sok §wiezy
--9--s0k pasteryzowany
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Cierpki Stodki iprzechowywany

Rysunek 1. Relacja pomiedzy cechami sensorycznymi soku $wiezego, pasteryzowanego
i przechowywanego po pasteryzacji, z 3 odmian buraka ¢wiktowego (A) Bonel, (B) Chrobry,
(C) Nochowski

warunki pasteryzacji: 90°C/30min; warunki przechowywania: 6 miesiecy, bez dostepu $wiatta w temp. 4°C

Whioski

Proces pasteryzacji sokowpowodowatl znaczng degradacje betacyjanow wynoszaca
od 24 do 29 %, i wzrost betaksantyn od 10 do 56%, oznaczonych metodg wg Nilssona.

Przechowywanie pasteryzowanych sokéw z buraka powodowato niewielkie straty
barwnikéw fioletowych (okoto 3%) i znaczne straty barwnikow zottych (od 11 do 20%)
w poréwnaniu do sokow pasteryzowanych przed przechowywaniem.

Zarowno pasteryzacja jak i potroczne przechowywanie pasteryzowanych sokow nie
powodowalo istotnych réznic w zdolnosci antyoksydacyjnej soku z burakoéw analizowanych
odmian.

Soki $wieze charakteryzowaly si¢ wickszym nat¢zeniem odczuwania smaku
i posmaku gorzkiego oraz smaku cierpkiego, niz soki pasteryzowane. Najwicksza
intensywnoécia smaku i posmaku gorzkiego, charakteryzowaty si¢ soki z odmian Nochowski
i Chrobry.

Potroczne przechowywanie pasteryzowanych sokdéw wplynelo na zmniejszenie
odczucia gorzkosci i cierpkosci soku z burakéw badanych odmian.

Proces pasteryzacji miat istotny wpltyw na zwigkszenie odczucia smaku stodkiego
w sokach, a przechowywanie dodatkowo nasilifo odczucie stodkosci w sokach z burakow
badanych odmian.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Nauki grant nr 2012/07/B/NZ9/00047
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MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA PREPARATOW Z LISCI MORWY JAKO
SKLADNIKOW MLECZNYCH NAPOJOW FERMENTOWANYCH

Streszczenie

Celem pracy byta ocena sensoryczna napojow mlecznych: mleka czekoladowego oraz
maslanki z dodatkiem ekstraktu z morwy bialtej (Morus alba L.) oraz kakao, zurawiny
i aronii. W tym celu wykonano ocen¢ konsumencka oraz ocen¢ metoda ilosciowej analizy
opisowej czyli profilowania sensorycznego. Stwierdzono, ze ekstrakt z lisci morwy bialej
uzyty jako skladnik mleka czekoladowego, korzystnie wptywal na cechy sensoryczne.
W metodzie konsumenckiej najlepiej oceniono probe z 0,3% dodatkiem ekstraktu,
a w ocenie profilowania sensorycznego probe, ktora zawierata 0,5% ekstraktu z morwy.
Wyniki oceny sensorycznej maslanki z ekstraktem z liSci morwy bialej przy jednoczesnym
dodatku owocow aronii i zurawiny, zalezaly od uzytego stezenia wymienionych dodatkow.
Najlepiej oceniono probe zawierajaca dodatek ekstraktu na poziomie 0,4% oraz owoce aronii
w iloéci 5% i zurawiny 10%. Stwierdzono, ze zastosowanie dodatku ekstraktu z lisci morwy
umozliwia otrzymanie nowych, atrakcyjnych napojow mlecznych, ktdre oprocz dobrej
jakosci sensorycznej mogg stanowi¢ nowego rodzaju asortyment zywnosci bedacej zroédlem
sktadnikéw bioaktywnych.

Stowa kluczowe:napoje mleczne, morwa biata, ocena sensoryczna

Wprowadzenie

Rynek produktéw mleczarskich to jeden z gldéwnych segmentéw rynku produktow
zywno$ciowych w Polsce. Jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ sekcji tego
rynku sa napoje mleczne. Produkty te, ze wzgledu na swoja wysokg warto§¢ odzywcza,
glownie duza zawarto$¢ bialka i wapnia, stanowig istotny element diety polskich
konsumentéw. Wiaze si¢ to z coraz wigkszymi wymaganiami i oczekiwaniami jakie stawiaja
oni producentom. W zwiazku z tym producenci rozszerzaja swojg ofertg, w czym pomaga
im stosowanie roznego rodzaju substancji dodatkowych wplywajacych na cechy
organoleptyczne, tak by staly sie one nie tylko bardziej atrakcyjne sensorycznie dla
konsumenta, ale takze wnosity dodatkowe korzysci zdrowotne [Zargba i Ziarno, 2008].

Coraz wigksze uznanie, obok owocoOw 1 warzyw, majg inne mniej popularne surowce
roélinne. Jednym z nich s3 owoce oraz liScie morwy biatej (Morus alba L.). Niestety
na polskim rynku brak jest produktéw, zawierajacych ten bogaty w substancje biologicznie
aktywne i wptywajacy korzystnie na zdrowiesurowiec.

30



BIOPRODUKTY — POZYSKIWANIE, WEASCIWOSCI I ZASTOSOWANIE W PRODUKCJI ZYWNOSCI

Morwa biata nalezy do ros$lin z rodziny morwowate (Moraceae). Rosnie w réznym
klimacie w szerokim zakresie warunkéw topograficznych i glebowych. Z tego wzgledu jest
uprawiana w wielu krajach Europy, Azji i Ameryki [Ercisli i Orhan, 2005].

W Polsce uprawiana jest odmiana ,,Wielkolistna zotwiniska”, ktorej pedy i liScie
zaczynaja rosnag¢ w maju, sg zielone i l$nigce, w pazdzierniku stajg si¢ intensywnie zotte
i opadaja. W lisciach morwy bialej zawarte sa duza ilo§¢ bialek bogatych gtownie
w metioning, treoning, lizyng, histydyne, leucyng, tryptofan, argining, proling i kwas
asparaginowy, thuszczow, btonnika oraz sktadnikoéw mineralnych (zelazo, cynk, wapn,
fosfor) oraz witamin (C, B1, B2, B6, D, E, kwas foliowy, PP) [Jeszka-Skowron i in., 2014].
W liciach, obecne sa tez naturalne substancje przeciwutleniajace gtownie zwigzki
polifenolowe, wséréd ktorych mozemy wyr6ozni¢ flawonoidy (3-(6-malonyloglikozyd)
kwercetyny, 3-(6-malonyloglikozyd) kemferolu, rutyna, izokwercetyna, taniny), kumaryny
(skopolina, skimina) oraz fenolokwasy (kwas chlorogenowy i kwas kawowy).
Dominujgcymi przeciwutleniaczami sa jednak 3-(6-malonyloglikozyd) kwercetyny i rutyna.
Oprocz zwiazkow polifenolowych liscie morwy biatej zawieraja takze dziatajace
przeciwdiabetycznie alkaloidy oraz terpeny [Chen i in., 2005, Jeszka-Skowron i in., 2009].
Przeprowadzono wiele badan odno$nie wptywu sktadnikéw zawartych w li§ciach i owocach
morwy biatej na zdrowie czlowieka. Wykazano miedzy innymi, iz polifenole zawarte w tej
czeSci roSliny jak 1 owocach, oprocz wilasciwosci przeciwutleniajacych dziataja
antymutagennie i mogg uczestniczyé w prewencji nowotwordw. Zwigzane jest to takze
z wysoka zawarto$cig niezbednych nienasyconych kwaséow tluszczowych, glownie
linolenowego, linolowego i oleinowego w owocach morwy biatej [Ercisli i Orhan, 2007;
Jeszka-Skowron, 2009].Dowiedziono takze leczniczy wpltyw napardéw z lisci, ktore moga
przyczyni¢ si¢ do zapobiegania wielu chorobom dietozaleznym mig¢dzy innymi uktadu
krazenia, cukrzycy, chorobom ukladu nerwowego. Z uwagi na tlumienie aktywnosci
mediator6w zapalnych mogg dziata¢ takze antyalergicznie [Chen i in.,, 2005].
Przeciwmiazdzycowe dziatanie naparéw z liSci morwy biatej wynika gléwnie z zawartosci
zwigzkow przeciwutleniajacych, ktéore hamuja utlenianie frakcji cholesterolu o niskiej
gestosci (LDL) [Ercisli i Orhan, 2007]. Dziatanie przeciwcukrzycowe wynika z obecno$ci
w lisciach alkaloidow, ktére maja zdolno$¢ do redukcji poboru glukozy z pozywienia
i obnizania jej absorpcji z krwi. Jednym z bardziej istotnych alkaloidow jest DNJ, ktérego
dziatanie polega na hamowaniu enzymow takich jak sacharoza, izomaltaza, glukoamylaza,
ktore powoduja rozktad cukrow i umozliwiajg wchioniecie ich w jelitach [Jeszka-Skowron
i in., 2009].

Ekstrakt z lisci morwy biatej moze odgrywac takze istotng role w zapobieganiu
chorobie Alzheimera. Dowiedziono bowiem, iz hamuje on tworzenie si¢ zwigzkow
odpowiedzialnych za powstawanie tej choroby, gtownie biatka B-amyloidu 1-42 [Jeszka-
Skowron i in., 2009].

Przedmiotem pracy jest okreSlenie, w jaki sposob dodatek ekstraktu z lisci morwy
wptywa na jako$¢ sensoryczng napojow mlecznych i czy tego typu produkt zyskatby uznanie
wsrdd konsumentow.
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Material i metody
Material

Liscie morwy biatej pozyskano w Zakladzie Doswiadczalnym Instytutu Wiokien
Naturalnych i Rosélin Zielarskich w Petkowie k. Srody Wielkopolskiej. Zielone liscie
wysuszono w temperaturze 60°C a nastepnie rozdrobniono. Ekstrakt otrzymano w wyniku
dwukrotnej ekstrakcji wodnej (10g : 100 ml (60 ml + 40 ml) wody redestylowanej) poprzez
wytrzasanie w temperaturze 95°C po 15 minut. Mleko czekoladowe (Krasnystaw)
z ckstraktem z lisci przygotowano w wariantach zréznicowanych pod wzgledem ilosci
ekstraktu: 0,3% ( proba A), 0,4% ( proba B). Probe C stanowito mleko czekoladowe
z dodatkiem ekstraktu z liSci morwy na poziomie 0,5% oraz dodatkiem naturalnego kakao
na poziomie 0,6%. Ocenie poddano tez mleko bez dodatku ekstraktu z lisci morwy (K).

Maslanke (Milko) wzbogacono w ekstrakt z li§ci morwy oraz zurawing, aroni¢
i cukier w ilo$ci odpowiednio: proba AA- dodatek ekstraktu z lisci morwy na poziomie
0,4%, dodatek owocow aronii na poziomie 10% oraz dodatek cukru 3%; proba BB- dodatek
ekstraktu z li§ci morwy na poziomie 0,4%, dodatek owocow aronii i zurawiny na poziomie
5%; proba CC dodatek ekstraktu z lisci morwy na poziomie 0,4%, dodatek owocow aronii
na poziomie 5% i zurawiny na poziomie 10%. Probe kontrolng (KK) stanowila naturalna
maslanka bez dodatkéw. Proby maslanek z dodatkami owocow i ekstraktu z liSci morwy
miksowano przez 30 sekund.

Metody
Ocena konsumencka

Wykonano ocen¢ konsumenckg w grupie 50 o0sOb, stosujac metode
siedmiopunktowej skali hedonicznej. Analiz¢ przeprowadzono, w laboratorium
sensorycznym spetniajacym wymagania podane w normie PN-ISO 8589:1998. Wyrdéznikami
jakie oceniajacy brali pod uwage byly barwa, smak, zapach oraz ogdlna pozadalno$¢ danej
probki[PN-1SO 11035:1999].

Ocena profilowa

Ocene profilowg, do$wiadczalnych prob przeprowadzono w laboratorium
sensorycznym spelniajacym wymagania podane w normie PN-ISO 8589:1998.
Do szczegotowej charakterystyki sensorycznej tych prob zastosowano metode ilosciowej
analizy opisowej czyli profilowania sensorycznego, ktorg wykonywat 15 osobowy zespot,
specjalnie wyszkolony w tym celu. Intensywno$¢ kazdej noty jako$ciowej okreslano przy
pomocy 10-cm niestrukturyzowanej skali liniowej z odpowiednimi oznaczeniami
brzegowymi — niewyczuwalny — bardzo intensywny. Wyréznikami jakie oceniajacy brali pod
uwage w przypadku mleka czekoladowego byt smak: mleczny, czekoladowy, cierpki, stodki,
obcy, lisciasty; zapach: mleczny, czekoladowy, obcy oraz ogdlna pozadalnos¢ danej probki
[PN-ISO 11035:1999]. Wyroznikami jakie oceniajacy brali pod uwage w przypadku
maslanki byl wyglad zewnetrzny: barwa; smak: maslankowy, owocowy, stodki, cierpki,
kwasny, obcy, lisciasty; zapach: maslankowy, owocowy, kwasny, obcy; oraz ogdlna
pozadalno$¢ danej probki.
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Analiza statystyczna

Opracowanie  statystyczne wynikow wykonano w oparciu 0  program
STATISTICATMPL 8.0 firmy StatSoft stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji
na poziomie ufnosci 5%. Do interpretacji wynikow wykorzystano test Tukey’a.

Wyniki i dyskusja

Atrakcyjno$¢ spozywanych produktow zalezy nie tylko od jej wartosci odzywczej czy
bezpieczenstwa zdrowotnego, ale rowniez od waloréow sensorycznych. W przemysle
mleczarskim stosuje si¢ wiele dodatkow, dzieki ktorym asortyment proponowanych napojow
mlecznych jest obszerny. Sposrdd tych, ktdére w istotny sposdb wplywaja na smakowito$é¢
zaliczy¢ mozna dodatki pochodzenia roslinnego.

Ekstrakty z morwy moga by¢ nos$nikami gorzkiej badz cierpkiej nuty smakowej,
dlatego zbadano wptyw ich dodatku na jako$¢ sensoryczna do$wiadczalnych prob mleka
czekoladowego i maslanki.

Przygotowane proby mleka czekoladowego oraz maslanki poddano ocenie
konsumenckiej. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Stwierdzono, ze dodatek ekstraktu morwy wplynat na barwe prob mleka
czekoladowego. Statystycznie istotnie lepiej oceniono barwe proby A zawierajacej dodatek
ekstraktu z liSci morwy na poziomie 0,3%. Nie stwierdzono réznic w barwie pozostalych
badanych préb. Oceniajacy nie stwierdzili roznic w zapachu wszystkich badanych prob
mleka i ocenili go od 4,7 (B) do 5,33 (A).Pod wzgledem smaku najlepiej oceniona zostata
proba C, ktora zawierata 0,5% dodatek ekstraktu z morwy i dodatkowa ilo$¢ kakao,
natomiast statystycznie najgorzej oceniong proba bylo mleko kontrolne (5,07). Ogdlna
pozadalno$¢ najlepiej wypadia dla proby z dodatkiem 0,3% ekstraktu morwy (5,43)
a najgorzej dla proby B z 0,4% dodatkiem ekstraktu morwy (4,97).

Stwierdzono, ze dodatek ekstraktu morwy wplynal na barwe prob maslanki.
Statystycznie istotnie lepsza okazata sie¢ barwa proby A, ktora zawierata dodatek ekstraktu
z liSci morwy na poziomie 0,4%, dodatek owocow aronii na poziomie 10% oraz dodatkowa
ilo§¢ cukru. Najnizej pod wzgledem barwy zostata oceniona proba B zawierajaca dodatek
owocOw aronii 1 zurawiny na poziomie 5%. Pod wzgledem zapachu natomiast, najlepiej
oceniono probe kontrolng (5,73), w pozostatych probach oceniajgcy nie dostrzegli rdznic
i ocenili go w zakresie od 4,67 w maslance B i C do 4,83 w probie A.

Pod wzgledem smaku statystycznie lepiej ocenionymi probami okazaly si¢ proba
kontrolna (5,90) oraz préba C, ktora zawierata dodatek ekstraktu na poziomie 0,4% oraz
dodatek owocoéw aronii w ilosci 5% i zurawiny w ilosci 10%, natomiast gorzej oceniono
maslanke B (3,83). Ocena ogodlna najlepiej wypadta dla proby kontrolnej (5,87), biorac
jednak pod uwage proby z dodatkami, najlepiej oceniono probe C (4,90).

Wykonano ocen¢ profilowa mleka czekoladowego oraz ma$lanki z dodatkiem
ekstraktu z morwy, a wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Na podstawie wstepnej oceny prob do$wiadczalnych mleka czekoladowego wybrano
nastepujace deskryptory zapachowe: mleczny, czekoladowy, obcy i smakowe: mleczny,
czekoladowy, liSciasty, cierpki, stodki oraz obcy.
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Tabela 1.0cena konsumencka (n=50) napojow mlecznych z dodatkiem ekstraktu z lisci

morwy
MLEKO CZEKOLADOWE/ CHOCOLATE MILK

Wyrdznik / Index K A B C

Barwa / Colour 553° 580° 550° 5,30°

Zapach / Odour 520° 533 4,70° 5,07°

Smak / Taste 5,072 570° 520° 5,93¢

Ogolna pozadalno$¢ / General

desirability 537°¢ 543 497% 523
MASLANKA/ BUTERMILK

Wyrdznik / Index KK AA BB CC

Barwa / Colour 6,20 6,60° 543° 6,20°

Zapach / Odour 573 4837 467%° 467°

Smak / Taste 590° 437" 383* 477"

Ogolna pozadalno$¢ / General

desirability 587° 453" 397% 490°

*a, b, ¢ — wartosci liczbowe oznaczone r6znymi literami w wierszu wykazuja roznice statystycznie istotne, p<0,05 /
Different letters denote a significant difference for means, p<0,05

Sposréd badanych cech zapachu dominujacym byt zapach czekoladowy. Najwigksza
jego intensywno$¢ wykazano w probie C (7,44 w skali 10 punktowej). Pozostate proby
charakteryzowaly si¢ statystycznie istotnie nizsza intensywnoscia zapachu czekoladowego,
ktory ksztattowat si¢ na poziomie od 5,91 w probie A do 6,21 w probie kontrolnej. Ponadto
nie stwierdzono istotnych roéznic w intensywno$ci odczuwania zapachu mlecznego
w badanym mleku czekoladowym, ktory ksztattowat si¢ w zakresie od 1,67 do 2,02 dla
proby B. Oceniajacy nie stwierdzili zapachu obcego w probie kontrolnej oraz
probie A z najmniejszym dodatkiem ekstraktu z morwy. Zwickszenie dodatku ekstraktu
spowodowalo statystycznie istotne zwickszenie wyczuwalno$ci zapachu obcego. Okreslono
go na poziomie 0,57 dla proby B i 1,71 dla préby C.

Podobnie sposrod badanych deskryptorow smaku, smak czekoladowy oceniono jako
najbardziej dominujacy. Najbardziej wyczuwalny byl on w probie kontrolnej
7,73, a statystycznie istotnie najmniej w probie B (6,81). Nie stwierdzono roznic
w odczuwaniu smaku mlecznego, ktory oceniono od 2,85 w probie C do 3,12
w probie B. Smak stodki byt zblizony w probach kontrolnej i probie z 0,5% dodatkiem
ekstraktu, odpowiednio 2,65 i 2,64. Stodycz statystycznie istotnie intensywniej odczuwana
byta w probach AiB (3,1113,01).

Zaobserwowano, ze dodatek ekstraktu z morwy w kazdej ilosci wptynat w niewielkim
stopniu na odczuwanie smaku liSciastego oraz obcego. Dodatek morwy wptynat tez
na odczuwanie smaku cierpkiego, co jest zrozumiale, z uwagi na obecnos$¢ polifenoli w tym
tanin, ktore maja zdolno$¢ do Ilaczenia si¢ z biatkami btony §luzowej powodujac
w ten sposob efekt charakterystycznego ,.Sciagania” [Jeszka-Skowron i in., 2009]. Biorac
pod uwage ogolng pozadalnos$¢, najlepiej oceniono mleko C z 0,5% dodatkiem ekstraktu,
gdzie zwiekszono zawarto$¢ kakao (6,21). Najnizsza note natomiast stwierdzono w B, gdzie
dodatek ekstraktu byl na poziomie 0,4%.
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Tabela 2. Profil sensoryczny (n=15) napojow mlecznych z dodatkiem ekstraktu z liSci

morwy
MLEKO CZEKOLADOWE

Wyrdznik/ Index K A B C
Mleczny/ milk 1,85 1,88° 2,02% 1,67
Czekoladowy/
chocolate 621>  591° 592° 7.44°
Zapach/Odour Obcy/ strange 0,25° 0,15% 057" 1,71°
Mleczny/ milk 3,047 3,1° 3,12% 2,85°%
Czekoladowy/
chocolate 7,73¢  7271° 6,81° 7/45°
Cierpki/ acrid 0,04* 171° 22°¢ 1,85°
Stodki/ sweet 2,65% 311° 3,01° 2,64¢%
Obcy/ strange 0,00°  0,73° 2,7¢ 1,72°¢
Smak/ Taste Liciasty/ deciduous 0,00°  029° 1,.22°¢ 0,25°
Ogolna pozadalno$¢/
General desirability 597°°  534° 4,692 6,21°
MASLANKA
Wyréznik/ Index KK AA BB CcC
Maslankowy/buttermilk  9,78°  6,55°° 6,82° 6,11°
Owaocowy/ fruity 0,02°  4,39° 2,85° 5,29°¢
Kwasny/sour 7.24°  469° 4,152 442°
Zapach/ Odour Obcy/ strange 0,2° 0,56 °¢ 0,63° 0,37°
Maslankowy/
buttermilk 9,65¢ 593" 5ab 4,01°
Owocowy/ fruity 0,03* 591°¢ 466" 6,84°
Stodki/ sweet 027%  531°° 43" 6,72°
Cierpki/ acrid 051°  257° 456° 2,16°
Kwasny/ sour 761¢ 389" 5,07¢ 2,78°
Obcy/ strange 0,2° 3,01° 35° 2,45°
Smak/ Taste Lisciasty/ deciduous 0,03* 139° 2,03° 1,05°
ogdlna pozadalno$¢ /
General desirability 8,18° 346" 2,8° 5,79°¢

*a, b, ¢ — wartosci liczbowe oznaczone réznymi literami w wierszu wykazuja réznice statystycznie istotne, p<0,05 /
Different letters denote a significant difference for means, p<0,05

Podsumowujac stwierdzono, ze dodatek ekstraktu z liSci morwy bialej do prob mleka
czekoladowego korzystnie wptywat na cechy sensoryczne. Widoczne to byto szczegdlnie
w odniesieniu do ogblnej pozadalnosci, gdzie proba z najwickszym dodatkiem ekstraktu
zostala oceniona najlepiej.

Na podstawie wstepnej oceny prob do§wiadczalnych maslanki wybrano nastepujace
deskryptory zapachowe: maslankowy, owocowy, kwasny, obcy i smakowe: maslankowy,
owocowy, stodki, cierpki, kwasny, obcy oraz lisciasty. Spo$réd badanych cech zapachu
dominujgcym byl ma$lankowy. Najwickszg jego intensywno$¢ stwierdzono w probie
kontrolnej oraz w probie BB, ktéra osiggngta wartos¢ 6,82 w skali 10 punktowe;.
Najmniejsza intensywno$¢ zapachu maslankowego stwierdzono w probie CC (6,11). Proba
CC miata najbardziej intensywny zapach owocowy (5,29), ktory byt statystycznie najmniej
intensywny w probie BB. Proba kontrolna oraz proba AA charakteryzowaly si¢ najbardziej
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intensywnym zapachem kwasnym, w pozostatych probach nie stwierdzono réznic w jego
odczuwaniu. Ponadto nie stwierdzono zapachu obcego w probie kontrolnej. W pozostatych
probach byl on najmniej odczuwalny z podobng intensywnoscia od 0,37 w probie C do 0,63
w probie B.

Dominujacym smakiem we wszystkich probach byl smak maslankowy oraz owocowy
w probach, gdzie zastosowano dodatek owocdéw. Najbardziej wyczuwalny smak owocowy
byt w probie CC (6,84), a najmniej intensywny w probie BB (4,66). Najbardziej intensywny
smak stodki odczuwalny byt w probie CC (6,72) a najmniej intensywna stodycz wykazano
w probie BB (4,3). Zaobserwowano, ze dodatek ekstraktu z morwy wptynat na odczuwanie
smaku cierpkiego, ktory statystycznie najbardziej intensywny okazat si¢ w probie
BB (4,56), natomiast najmniej w probie CC (2,16). Oprocz proby kontrolnej najbardziej
intensywny smak kwasny wykazano w probie BB (5,07), a najmniej w probie CC (2,78).
Stwierdzono, ze dodatek ekstraktu wptynat takze na odczuwanie smaku obcego, ktory
oceniono w zakresie od 2,45 w probie CC do 3,5 w probie BB i obcego od 1,05
w probie CC do 2,03 w probie BB.

Biorac pod uwagg ogdlna pozadalno$é, najlepsza proba maslanki, oprocz proby
kontrolnej okazata si¢ proba CC (5,79), z dodatkiem ekstraktu z morwy na poziomie
0,4% oraz dodatkiem owocOw aronii na poziomie 5% i zurawiny na poziomie 10% natomiast
najgorsza okazata si¢ proba BB (2,8), w ktorej dodatek ekstraktu byt na poziomie 0,4%,
a dodatek owocow aronii i zurawiny wynosit 5%.

Podsumowujac t¢ czes¢ badan stwierdzono, ze dodatek ekstraktu z lisci morwy biatej
przy jednoczesnym dodatku owocdéw aronii i zurawiny, do prob maslanki nie zawsze
korzystnie wptywal na cechy sensoryczne. Najkorzystniejszy jednak efekt uzyskano,
w maslance z dodatkiem ekstraktu z morwy na poziomie 0,4% oraz owocow aronii w ilo$ci
5% i owocow zurawiny w ilosci 10%. Widoczne to byto szczegdlnie w odniesieniu do oceny
smaku oraz ogoélnej pozadalnosci, gdzie proba z takim wilasnie dodatkiem zostata oceniona
najlepiej. Najnizszg ocene pod wzgledem atrakcyjnosci okazata sie maslanka BB (2,8), gdzie
dodatek ekstraktu wynosit 0,4%, a owocOéw aronii i zurawiny 5%. Moze to by¢ wynikiem
cierpkiego smaku wprowadzanego przez owoce aronii i zurawiny, ktérego nie udato sie
zamaskowa¢ dodatkows ilo$cig cukru [Holderna- Kedzia 2006, Rodowski 2001, Wolski
i in 2007] . Lepiej natomiast zostala oceniona proba A (3,46), gdzie zastosowano dodatek
ekstraktu na poziomie 0,4%, owocow aronii w ilo$ci 10% oraz cukier.

Podsumowanie

Dodatek ekstraktu z liSci morwy biatej wplynat korzystnie na atrakcyjnosé
sensoryczng zarowno mleka czekoladowego jak i1 maslanki.W konsumenckiej ocenie mleka
czekoladowego najlepiej oceniono probe z 0,3% dodatkiem ekstraktu z morwy, natomiast
w ocenie profilowania sensorycznego mleko z 0,5% dodatkiem. W przypadku maslanki
najlepszy efekt uzyskano w probie zawierajacej dodatek ekstraktu na poziomie 0,4% oraz
owocow aronii w ilosci 5% i zurawiny 10%.

Ekstrakt z lisci morwy jako sktadnik mleka czekoladowego oraz maslanki
w nieznacznym stopniu spowodowal odczucie zapachu i smaku obcego i w niewielkim
stopniu wptynat na pojawienie si¢ zapachu liSciastego.
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Ekstrakt z lisci morwy biatej moze by¢ uzyty jako dodatek w produkcji napojow
mlecznych takich jak: mleko czekoladowe i maslanka. Podwyzsza on nie tylko warto$é
zdrowotng tych produktéow, poprzez zwigkszenie zawarto$ci substancji biologicznie
aktywnych jakimi sg polifenole, ale wptywa pozytywnie na ich atrakcyjnos$¢ sensoryczng.

Praca zostala zrealizowana w ramach projektu: ,,Nowa zywnos¢ bioaktywna
o zaprogramowanych wlasciwosciach prozdrowotnych” POIG 01.01.02-00-061/09
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STABILNOSC WYBRANYCH POLIFENOLI Z LISCI MORWY BIALEJ W
WARUNKACH SYMULOWANEGO PRZEWODU POKARMOWEGO (IN VITRO)

Streszczenie

Ze wzgledu na swoja nieoceniong wartos¢ polifenole przoduja wsréod zwiazkoéw
o aktywnos$ci biologicznej. Ich szerokie spectrum dzialania oraz znaczenie, zaréwno
w aspekcie technologicznym (wytwarzania zywnosci) jak i zdrowotnym (wlasciwosci
antyoksydacyjne), zacheca zywieniowcoOw do intensywnego wykorzystywania ich zrodet
takze w przemystowej produkcji zywno$ci. Duze zainteresowanie wzbudza morwa biala
(Morus alba L.).Celem badan byto okreSlenie zmian w zawarto$ci charakterystycznych
polifenoli lisci morwy biatej na poszczegodlnych etapach symulowanego procesu trawienia
w przewodzie pokarmowym in vitro. Badania prowadzono w bioreaktorze laboratoryjnym
wykorzystujac suszone lisScie morwy biatej polskiej odmiany Wielkolistna zétwinska.
Do badan wykorzystano rozdrobnione proby o masie 10g rozprowadzone w 540mL wody
destylowanej. Oznaczenie zawarto$ci zwigzkéw polifenolowych (rutyna, glukopiranozyd
kempferolu, kempferol, izokwercetyna, mirycetyna, izoramnetyna, malonyloglukozyd
kwercetyny, kwercetyna) wykonano chromatograficznie (HPLC-DAD). Analiza uzyskanych
wynikéw pozwolita stwierdzi¢, ze w toku postepujacego procesu trawienia w symulowanych
warunkach przewodu pokarmowego zawarto$¢ badanych polifenoli ogétem zmniejszata sig.
Zmiany w zawartoSci odnotowano ws$réd wszystkich analizowanych polifenoli
pochodzacych z liSci morwy biate;j.

Stowa kluczowe: liscie, morwa biata, polifenole, przewdd pokarmowy, stabilnos¢, trawienie

Whprowadzenie

Polifenole jako zwiagzki o aktywnosci antyoksydacyjnej budza duze zainteresowanie
zardwno wsrdd naukowcow, jak i zwyktych konsumentéow zainteresowanych tzw. zdrowym
stylem zycia. W znaczacej mierze zwigzane jest to z ich szerokim spectrum pozytywnego
oddziatywania na organizm czlowieka, w tym gltownie przeciwdzialania niepozadanym
procesom oraz niwelowania efektow juz powstalych. Wiasciwosci przeciwutleniajacej
polifenoli, z powodzeniem wykorzystywane sg w przemysle spozywczym. Polifenole
wywieraja pozytywny wplyw na trwato$¢, stabilno$¢ i jakos¢ produktdw i preparatéw
spozywczych, oraz zwigkszaja potencjal antyoksydacyjny wytwarzanej ZywnoSci
funkcjonalnej. Bez wzgledu jednak na przestanki, jakimi kierujg si¢ zywieniowcy propagujac
zwigzki polifenolowe jako wartosciowe skladniki, podstawa ich wykorzystania
sa odpowiednie surowce. W przypadku zywnosci sa to rosliny — organizmy, ktore dzigki
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swojej fizjologii wyksztalcily aparat ochronny wobec proceséw oksydacji w postaci
przeciwutleniaczy takich jak np. polifenole. Staja sicone w ten sposob bezcennym zrédtem
zwigzkow biologicznych istotnych dla cztowieka.

W elementach morfologicznych morwy biatej wykryto dotad szeroka game zwigzkoéw
biologicznych [Jeszka i in., 2009; Naowaboot i in., 2009; Przeor i Flaczyk, 2011],
potwierdzajac w ten sposob naukowo wielowiekowa tradycj¢ ich stosowania
m.in. w medycynie chinskiej. Wykazano, ze liScie morwy bialej zawierajace
1,5-dideoksy-1,5-imino-D-sorbitol i 2-arylobenzofuran dzialaja jak naturalne inhibitory
w stosunku do a-glukozydazy, opdzniajac przyswajanie glukozy [Jamshid i Prakash, 2012].
W innych badaniach stwierdzono, ze ekstrakt z liSci morwy wspomagat regeneracj¢ komorek
B trzustki, odpowiedzialnych za produkcj¢ insuliny u szczuréow [Sachdewa i Khemani, 2003],
a spozywanie przez ludzi sproszkowanych li§ci w ilosci 0.8-1.2g/dzien znaczaco hamowato
glikemie popositkowa i wydzielanie insuliny [Butta i in., 2008]. Wykazano takze
wlasciwosci przeciwnowotworowe ekstraktow z liSci morwy na liniach komoérkowych
HCT-116 [Chon i in., 2009] oraz dziatanie cytotoksyczne kuwanonu i atalantoflawonu
z morwy w stosunku do nowotworowych linii komoérkowychHelLa, MCF-7, Hep3B
i HO-8910 [Singh i in., 2008, Zhang i in., 2009]. Jak si¢ okazuje, szczegblnie znaczace
wlasciwosci przeciwutleniajace lisci morwy biatej wynikaja z obecnosci zwigzkow
fenolowych, wsrod ktorych najsilniejszymi sg rutyna i 3-(6-malonylo)-glukozyd kwercetyny
[Katsube in., 2006]. Stwierdzono, ze 3-(6-malonylo)-glukozyd kwercetyny wykazuje
znacznie wigkszg zdolno§¢ do zmiatania wolnych rodnikéw niz macierzysta kwercetyna
[Panat i in., 2015]. Nalezace do polifenoli flawonoidy, dzieki swoim wiasciwosciom moga
by¢ nazywane zwiazkami bioaktywnymi. Odgrywaja one bowiem znaczaca role
w profilaktyce coraz powszechniej wystepujacych chordb cywilizacyjnych, poprzez
dziatanie biologicznie i farmakologiczne [Mamta i in., 2013].

Polifenole,podobnie jak pozostale sktadniki wprowadzane do organizmu wraz
z dietg, ulegaja w przewodzie pokarmowym szeregowi przemian metabolicznych. Przemiany
te czgsto maja wplyw na ich wilasciwosci 1 biodostgpnos¢ dla organizmu. Istnieja
przypuszczenia, ze jedynie 5% zwigzkdéw fenolowych pochodzacych z diety, ulega absorpcji
w dwunastnicy, natomiast pozostate 95% jest fermentowane przez mikroflore w jelicie
grubym [Shivasankara i Acharya, 2010]. Na wchtanianie polifenoli ze spozywanej zywnosci
wplyw ma wiele czynnikow, a metabolizm zwigzkéw fenolowych mozna okresli¢ jako
bardzo skomplikowany. Znaczenie ma tu nie tylko stopien przetworzenia zywnosci,
przechowywanie czy czynniki zwigzane z funkcjonowaniem przewodu pokarmowego, ale
rowniez forma w jakiej zwiazki fenolowe zostana dostarczone [D’Archivio i in., 2007].
Moze si¢ bowiem okaza¢, ze w zaleznos$ci od matrycy, a wige zrodta pochodzenia polifenoli,
ich dostepnos¢ dla organizmu bedzie odmienna. Majac powyzsze na uwadze, podjeto probe
okreslenia stabilno$ci wybranych zwigzkow fenolowych, charakterystycznych dla lisci
morwy bialej, na poszczegdlnych odcinkach przewodu pokarmowego (badania in vitro).
Postawiony cel badan wymagal oznaczenia zawartosci flawonoli w lisciach morwy biatej
poddanych trawieniu w symulowanychwarunkach przewodu pokarmowego.
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Material i metody badan

Materiat do badan stanowity liscie morwy biatej (Morus alba L.) polskiej odmiany
Wielkolistna zotwinska. Liscie pozyskano w lipcu 2012 roku z plantacji Instytutu Witokien
Naturalnych i Roélin Zielarskich, mieszczacej si¢ w miejscowosci Petkowo k/Poznania.
Po rgcznym zbiorze liscie poddano suszeniu w suszarce taSmowo-bgbnowej w temperaturze
90°C na wlocie i ~60°C na wylocie (Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
w Poznaniu). Susz lisciowy rozdrobniono w miynku laboratoryjnym firmy Retsch GM200
(Germany), do proszku wielkosci 0.8-0.08mm. Rozdrobnione proby w ilosci 10g+0.05
rozprowadzono w 540mL destylowanej wody i umieszczono w zbiorniku szklanym
(pojemnos¢ 1L) otoczonym plaszczem wodnym, wyposazonym w mieszadlo i elektrodg.
Proces statycznego trawienia in vitro prowadzono w bioreaktorze laboratoryjnym BIOSTAT
B Plus (Sartorius Stedim, Germany), umozliwiajacym regulacj¢ pH, temperatury, dozowanie
enzymow, soli zotciowych, mikroflory jelitowej, azotu do zbiornika reakcyjnego oraz
wyposazonym w pompy perystaltyczne. Calo$¢ procesu trawienia byta regulowana
i monitorowana komputerowo. Symulowanie nastgpujacych po sobie proceséw trawienia
odbywalo si¢ poprzez sekwencyjnie postepujace zmiany parametrow (pH, czas, obecnosé
enzyméw), odpowiadajagce warunkom panujagcym W poszczegélnych odcinkach przewodu
pokarmowego. Odwzorowano w ten sposob kolejno: zotadek (pH=2.0 przez 120 min), jelito
cienkie (pH=6.0 przez 30 min, pH=7.4 przez 120 min) i jelito grube (pH=8.0 przez
18 h, warunki beztlenowe). Préby do analiz pobierano w trakcie trwania procesu
szesciokrotnie: 1) 10min  po  wprowadzeniu pepsyny (etap  poczatkowy),
2) 2h po wprowadzeniu (koncowy etap trawienia w zoladku), 3) 30min po podaniu
pankreatyny z kwasami zolciowymi (etap trawienia w dwunastnicy), 4) 10min
po wprowadzeniu mikroflory (etap trawienia w jelicie cienkim), 5) 2h po wprowadzeniu
mikroflory (etap poczatkowy trawienia w jelicie grubym), 6) 18h po wprowadzeniu
warunkow wzglednie beztlenowych (etap koficowy trawienia w jelicie grubym).

Proby przechowywano w formie zamrozonej (-28°C) do momentu wykonania
oznaczen ilosciowych poszczegolnych sktadnikow.

Analiza jako$ciowa 1 iloSciowa flawonoli (aglikonow 1 glikozydow) =zostata
przeprowadzona technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej metodg Kobus
i in. [2009] z modyfikacjami, na chromatografie Agilent Infinity 1290 (Agilent Technology,
USA) z detektorem Infinity Bin Pump DAD1290. Oznaczenia dokonano nastrzykujac probe
(10puL) na kolumng (3.9x150mm; 5pum) Zorbax SB C18 (Agilent Technology, USA), przy
predkosci przeptywu 1mL/min i temperaturze kolumny 22°C+0.8. Zastosowano nieliniowy
gradient stezen rozpuszczalnikow: woda zakwaszona kwasem ortofosforowym (pH=2.7)
oraz roztwor wody i acetonitrylu (1:1, v/v). Caltkowity czas analizy wynosit 25 minut
z detekcja przy A=370nm, dla glikozydéw: malonyloglukozydu kwercetyny i izoramnetyny
(3-metylokwercetyna), izokwercetyny (3-B-D-glukozyd kwercetyny), rutyny,
3-B-D-glukopiranozyd kempferolu (astragaliny) i aglikonéw: myricetyny, kwercetyny
i kempferolu. Identyfikacj¢ poszczegodlnych flawonoli przeprowadzono poréwnujac widma
UV-VIS i czas retencji badanych prob z widmami i czasem retencji standardow (wzorcow)
rozpuszczonych w metanolu. Chromatogram mieszaniny standardow oznaczanych flawonoli
przedstawiono na rysunku 1, a wzory krzywych kalibracyjnych w tabeli 1.
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Rysunek 1. Chromatogram mieszaniny standardow oznaczanych flawonowi
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Tabela 1. Charakterystyka krzywych standardowych dla analizowanych flawonoli

Flawonol Réwnanie krzywej
rutyna y=0.6571 x — 1.3036 R?=0.9913
izokwercetyna y=1.1278 x + 2.1527 R?=0.9984
ma'ﬁ:vﬁ'rigeg:gzyd y= 0.8326 X + 0.8665 R?= 0.9953
astragalina y=0.9217 x - 0.1985 R?=0.9990
myricetyna y=1.6833 x — 2.7742 R?*=0.9922
kwercetyna y=2.1207 x — 5.7605 R?=0.9980
kempferol y=2.2909 x — 6.0438 R?=0.9917
izoramnetyna y= 2.4590 x — 24.082 R?=0.9972

Do przeprowadzenia analiz wykorzystano odczynniki, enzymy, sole i standardy
flawonoli pozyskane z firm Sigma Aldrich, POCH, Bionovo.

Analizg statystyczng uzyskanych wynikow wykonano przy pomocy programu
komputerowego STATISTICA 12 (StatSoft, Polska). Dane analizowano testem Tukey’a przy
poziomie istotnosci p<0.05.

Wyniki i dyskusja

W prezentowanych badaniach przeprowadzono symulacje¢ procesu trawienia
suszonych i rozdrobnionych lisci morwy biatej w warunkach laboratoryjnych. Wyniki analiz
chromatograficznych flawonoli na poszczegdlnych etapach przewodu pokarmowego
zestawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Zawartos$¢ analizowanych flawonoli na poszczegdlnych etapach trawienia lisci
morwy biatej w warunkach in vitro

Etapy trawienia

F'a;"l'on 1 2 3 4 5 6
X [ng/mL tresci pokarmowej] = SD

RUT 80.805" 68.862° 53.331° 32.943° 48.605° 17.661°
+0.01 +1.01 +3.07 +1.85 +1.28 +4.28
129 17.629° 13.419° 15.119° 9.105°% 14.651° 8.662°
+0.03 +0.28 +0.99 +0.74 +0.38 +1.27
MAL 78.649° 54.541¢ 46.001° 33.837° 43.810° 2.353°
+0.04 +0.40 +6.23 +5.77 +0.50 +0.45
AST 5.409" 4.163 5.996" 5.337° 8.237° 5.579%
+0.02 +0.25 +1.06 +0.65 +0.98 +1.75
MYR 12.372% 8.365" 14.295° 8.311° 11.212° 0.729
0.03 +0.19 +2.03 +1.31 +0.39 +0.12
KWE 0.240° 0.227° 0.233% 0.380° 0.232° 0.343°
+0.00 +0.00 +£0.01 +0.02 +0.00 +0.06
KEM 0.175° 0.145% 0.2249 0.184" 0.194% 0.289¢
+0.00 +0.01 +0.05 +0.01 +0.01 +0.06
7R 0.000° 0.598" 0.611° 0.567" 0.558" 0.000°
+0.00 +0.02 +0.07 +0.01 +0.00 +0.00

X - érednia z 3.0znaczen, + SD - odchylenie standardowe; 1— etap poczatkowy, 2— koncowy etap trawienia

w zotadku, 3— etap trawienia w dwunastnicy (pH 6.0), 4— etap trawienia w jelicie cienkim (pH 7.4), 5— etap
poczatkowy trawienia w jelicie grubym, 6— etap koncowy trawienia w jelicie grubym; RUT-rutyna, 1ZQ—
izokwercetyna, MAL-3-(6-malonylo)-glukozyd kwercetyny,AST—astragalina, MYR-myricetyna, KWE—
kwercetyna, KEM-kempferol, IZR-izoramnetyna; a — f— rozne litery w wierszu oznaczaja roznice statystyczne
W tescie Tukey’a na poziomie istotnosci p<0.05.

Bogactwo zwigzkow przeciwutleniajacych w surowcu jakim jest morwa biata
odmiany polskiej potwierdzono juz wczesniej [Flaczyk i in., 2013], jednak z punktu
widzenia dostgpnosci dla organizmu cztowieka istotnymi sg ilo$ci poszczegdlnych flawonoli
wystepujacych dopiero w treSci pokarmowej. Przeprowadzona analiza jako$ciowa
na kolejnych etapach przewodu pokarmowego w warunkach in vitro pozwolita stwierdzic,
ze zwiazki: rutyne, izokwercetyne, malonyloglukozyd kwercetyny, astragaline, myricetyne,
kwercetyne i kempferol zidentyfikowano we wszystkich analizowanych probach. Jedynie
w przypadku izoramnetyny nie stwierdzono jej obecnosci w 1.etapie trawienia. Niewielkie
ilosci izoramnetyny oznaczono na kolejnych etapach trawienia (etap 2,3,4,5). Jak si¢
okazuje, taka zmiana moze by¢ zwigzana z metylacja grup hydroksylowych
w pierScieniu B kwercetyny oraz jej glukozydow, prowadzacg do powstawania
m.in. izoramnetyny [Makowska-Was i Janeczko, 2004]. Zawarto$¢ izoramnetyny oscylowata
na granicy oznaczalnosci uzytej metody, a okreslone réznice pomigdzy wynikami nie byty
istotne statystycznie.

Sposréd o$miu oznaczanych zwigzkow dwa flawonole stanowily zdecydowana
wiekszo$¢ na kazdym etapie trawienia: rutyna i malonyloglukozyd kwercetyny. Odnotowane
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réznice w zawartosci rutyny pomigdzy kolejnymi etapami trawienia byly istotne
statystycznie. Zawarto§¢ malonyloglukozydu kwercetyny na etapach 3 i 5 byta zblizona, bez
roéznic istotnych statystycznie. Oba te zwiagzki obficie wystgpuja w lisciach morwy.
3-(6-malonylo)-glukozyd kwercetyny w badaniach zespotu Enkhmaa i in. [2005] miat
decydujace znaczenie w ostabieniu rozwoju blaszki miazdzycowej u myszy w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Badania prowadzono zaréwno dla wypreparowanej formy tego
zwiazku, jak i zawierajacych go liSci morwy biatej. Biorac to pod uwagg, nalezy zauwazy¢
jak waznym dla prawidtowej gospodarki lipowej organizmu jest 3-(6-malonylo)-glukozyd
kwercetyny wystepujacy w morwie biate;.

Najwazniejszym odcinkiem przewodu pokarmowego dla wchtaniania polifenoli jest
jelito cienkie. Duze znaczenie maja wystgpujace tam dwa enzymy: hydrolaza florydzynowa
w S$cianie jelita cienkiego i PB-glukozydaza cytozolowa, ktore sprzyjaja wchlanianiu
odpowiednich form flawonoli nawet na drodze dyfuzji [Day i in., 2000; Nemeth i in., 2003].
Niektore potaczenia z glukoza moga przenika¢ przez blong enterocytow na drodze transportu
aktywnego. Taka mozliwos¢ wykazano m.in. dla glukozydéw kwercetyny, ktore po spozyciu
byty wchtaniane w jelicie cienkim. Mikroflora jelita grubego degradujac rozbudowane formy
flawonoli, powodowala posrednio zmniejszenie ich absorpcji [Hollman i in., 1997].
W prezentowanych badaniach zawarto$¢ flawonoli pochodzacych z liSci morwy bialej bylta
0 od ~2% (astragalina) do nawet ~60% (rutyna) nizsza na etapie koncowym jelita cienkiego
(etap 4) w pordwnaniu z etapem poczatkowym (etap 1). Oddziatywanie mikroflory jelitowej
(dodanej na ostatnich etapach trawienia) skutkuje znacznym obnizeniem ilo$ci wszystkich
flawonoli oznaczonych po przejsciu przez jelito grube (etap 6).

Ogolna zawarto$¢ osmiu badanych flawonoli wystepujacych w surowcu na poczatku
procesu trawienia wyniosta 195.2 pug/mL (Rys.2). Po trawieniu w zotadku ich zawarto$¢
zmalala o 23%. Wielko$¢ tej redukcji zalezy przede wszystkim od formy w jakiej flawonole
wystepuja w danym surowcu, bowiem glikozydy nie ulegaja kwasnej hydrolizie w Zotadku
[Stahl i in.,, 2002]. Na kolejnych etapach trawienia, tj. w dwunastnicy i jelicie cienkim
odnotowano spadek sumarycznej zawarto$ci flawonoli, po czym ponowny wzrost
ich zawartosci na etapie poczatkowym jelita grubego. Na koncu odcinka symulujacego jelito
grube ich zawarto$¢ byta niemal 6-krotnie nizsza niz na poczatku trawienia. Tendencja ta jest
zblizona do zaleznoéci opublikowanych przez innych autorow [Correa-Betanzo i in., 2014].
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Rysunek 2. Ogdlna zawarto$¢oznaczonych flawonoli na poszczegolnych etapach trawienia
lisci morwy biatej w warunkach in vitro; 1- etap poczatkowy, 2— koncowy etap trawienia
w zotadku, 3— etap trawienia w dwunastnicy (pH 6.0), 4— etap trawienia w jelicie cienkim
(pH 7.4), 5- etap poczatkowy trawienia w jelicie grubym, 6— etap koncowy trawienia

w jelicie grubym

Whioski

Przeprowadzone badania pilotazowe wykazaty, ze liscie morwy bialej polskiej
odmiany poddane trawieniu w warunkach in vitro moga by¢ zrodtem flawonoli dostepnych
dla organizmu cztowieka. Ich poziom oznaczony na etapie jelita cienkiego, szczegélnie
istotnego dla wchlaniania polifenoli, utrzymywat si¢ na stosunkowo wysokim poziomie,
co stwarza interesujaca perspektywe na kontynuacje badan in vivo.

Badania finansowane w ramach grantu POIG 01.01.02-00-061/09 ,, Nowa zywnos¢
bioaktywna o zaprogramowanych witasciwosciach prozdrowotnych”.
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MOZLIWOSC WYKORZYSTANIA BULW HELIANTHUS TUBEROSUS W
PRODUKCJI ZYWNOSCI

Streszczenie

Helianthus tuberosus, powszechnie w Polsce zwany topinamburem, byl jednym
z pierwszych zrodet pozywienia dla ludzi i zwierzat.Z bulw mozna przyrzadzi¢ szereg
potraw pozytywnie ocenionych pod wzgledem organoleptycznym.Mozliwe jest spozywanie
bulw gotowanych, parowanych, pieczonych, blanszowanych, lub smazonych, a takze
surowych. Moga one by¢ rowniez konserwowane i marynowane z dodatkiem cebuli lub
czosnku, a takze kiszone jak kapusta. Waznym produktem pozyskiwanym z bulw jest
maczka. Dodatek maczki do ciasta przedluza jego $§wiezos¢. Spozywanie produktow
z dodatkiem maczki z tej ros$liny wplywa pozytywnie na metabolizm lipidow
w organizmie.Jedng z najpopularniejszych przekasek jaka mozna przygotowaé z bulw
sa chipsy bedace alternatywa dla chipsoOw ziemniaczanych. Obecnie z powodzeniem
sg uzywane, jako pokarm dla gryzoni domowych.

Stowa kluczowe: Helianthus tuberosus, charakterystyka botaniczna bulw, wzbogacanie,
produkty z dodatkiem topinamburu

Wstep

Helianthus tuberosus, powszechnie w Polsce zwany topinamburem, byl jednym
z pierwszych zrodet pozywienia dla ludzi i zwierzat [Chekroun i in., 1996]. Bulwy tego
gatunku sa bardziej soczyste i stodsze niz bulwy ziemniaka, ponadto cechujg si¢ wysoka
warto$cig odzywczg 1 energetyczng [Goral i Chrapkowska, 1999; Sawicka, 1999].
Zainteresowanie bulwami Helianthus tuberosus, przeznaczonymi do spozycia przez ludzi
wynika z zawartoSci w nich m.in.: inuliny i fruktooligosacharydow, charakteryzujacych sig
wlasciwosciami  prebiotycznymi oraz naturalnej fruktozy, zwiazkéw mineralnych,
niezbednych aminokwasow, witamin i flawonoidow [Cie$lik, 1998; Gordon i Baraniak,
2006]. Stonecznik bulwiasty, z racji swego skladu chemicznego oraz walorow
sensorycznych, budzi obecnie coraz wigksze zainteresowanie, jako surowiec mogacy
cze$ciowo lub catkowicie zastapic¢ surowce deficytowe, jak rowniez pozwoli¢ na poszerzenie
asortymentu wytwarzanych produktow, w tym rowniez zywnosci funkcjonalnej
[Cieslik, 1998; Praznik i in., 1998; Cieslik i Filipiak-Florkiewicz, 2000; Kope¢ i Cieslik,
2001; Baldini i in., 2004; Mystkowska i Zarzecka, 2013]. Za zywno$¢ funkcjonalng uznaje
si¢ taka, ktora wykazuje specyficzne dzialanie prozdrowotne, czyli jesli jej wartoSci
odzywcze wywieraja korzystny wptyw na jedng lub wigcej funkcji organizmu, co polega
na poprawie stanu zdrowia i samopoczucia lub zmniejsza ryzyko wystgpowania choroby
[Kunachowicz i Ktys, 2002]. Spozywanie bulw Helianthus tuberosus pomaga
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w stabilizowaniu poziomu cukru we krwi, obniza poziom ,,ztego cholesterolu” w organizmie,
reguluje ci$nienie krwi oraz prace przewodu pokarmowego, chroni watrob¢ i nerki, utatwia
przyswajanie zelaza, wapnia i magnezu, a takze usuwanie alkoholu z krwi [Bachmanowa,
1954; Galazka i in., 2004; Georgescu i Stoica, 2005; Zaky, 2009; Cieslik i Gebusia, 2010].
Dziata oczyszczajaco, pomaga pozby¢ si¢ rozmaitych trucizn, zaréwno rakotworczych metali
cigzkich, jak i toksyn pochodzenia organicznego. Podnosi odpornos¢ organizmu, moze, wigc
by¢ pomocny przy wszelkiego rodzaju infekcjach. Oprocz tego dziata antystresowo, dodaje
energii, podnosi zdolnoé¢ koncentracji [Cieslik i Ggbusia, 2010; Sawicka, 2010].

Charakterystyka surowca

Na koncach pedoéw podziemnychHelianthus tuberosus tworza si¢ bulwy z paczkami
$pigcymi. Odmiany wczesne wytwarzaja bulwy w 10-12 tygodniu cyklu rozwojowego,
a odmiany pozne w 14-16 tygodniu [Chekroun i in., 1996]. Helianthus tuberosus posiada
wiele odmian, ktorych bulwy réznig si¢ miedzy soba ksztattem, wielko$cia, kolorem skorki
i migzszu [Bachmanowa 1954; Goral, 1998; Vasi¢ i in., 2002; Terzi¢ i in., 2007; Kays
i Nottingham, 2008]. Bulwy Helianthus tuberosus réznia si¢ od bulw ziemniaka tym,
ze majg wypukte oczka oraz nie posiadaja warstwy korkowej, co powoduje szybka utratg
wody, w konsekwencji, czego stabo si¢ przechowuja. Ich ksztalt jest bardzo zréznicowany
(maczugowaty, wrzecionowaty, owalny). Bulwy mogg by¢ w r6zny sposoéb rozmieszczone:
skupione lub luzne, co ma duze znaczenie praktyczne przy ich zbiorze. Zabarwienie
delikatnej skorki jest zalezne od odmiany i moze to by¢ kolor biaty, zotty lub czerwony
o réznych odcieniach, fioletowy czy nawet bragzowy. Miazsz jest barwy biatej lub kremowe;.
Powierzchnia bulwy moze by¢ gladka lub z guzkowatymi naroslami [Pas’ko, 1973;
Chekroun i in., 1996; Goral, 1998; Cieslik i Filipiak-Florkiewicz, 2000; Vasi¢
i in., 2002; Terzi¢ i in., 2007]. Jedna roslina jest w stanie wytworzy¢ 50-80 sztuk bulw roznej
wielkosci [Bachmanowa 1954]. Tsvetoukhine [1960] podzielit bulwy ze wzgledu
na wystgpowanie w skorce pigmentéw antocyjanowych na 4 klasy: jednolite, posrednie,
plamiaste oraz z pigmentem jedynie przy oczkach. Swanson i in. [1956] wykazat,
ze w migkiszu bulw rowniez wystepuje nieregularne zabarwienie czerwone, ktore jest
wynikiem obecnosci w tkankach kwasu 2,4-dichlorofenoksyacetowego. Pas’ko [1973]
klasyfikowat bulwy pod wzgledem ksztaltu na 4 kategorie: gruszkowate, krotkogruszkowate
(1,5-1,7 razy dluzsze niz szersze), podluzne (2,2-2,5 razy dluzsze niz szersze)
i wrzecionowate (3 i wigcej razy dluzsze niz szersze). Pierwsze 3 kategorie sg zblizone
to zaproponowanych przez Tsvetoukhine [1960]: gruszkowate, ziemniaczano-gruszkowate
i wrzecionowate. Natomiast wg wielkoséci Pas’ko [1973] dokonat podziatu na: duze (>50 g),
$rednie (20-50 g) i mate (<20 g). Bulwy stuza roslinie do wegetatywnego rozmnazania.
Pozostawione na zim¢ w glebie, wytrzymuja temperatur¢ do -30°C a nawet -50°C
[Krytowicz i in., 2001].

Zastosowanie bulw Helianthus tuberosus

Stonecznik bulwiasty w Europie Zachodniej uwazany jest za bardzo smaczne,
delikatne, soczyste warzywo, 0 stodkawym smaku, przypominajacym Kkarczochy, szparagi
lub mtode ziemniaki [Chrapkowska i Goéral, 1995; Sawicka, 1999]. Mozna z niego uzyskac
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wiele dietetycznych potraw ocenionych pozytywnie pod wzgledem organoleptycznym
[Chrapkowska i Goéral, 1995]. Bulwy nadajg si¢ do spozycia w formie surowej pokrojone
w plastry lub szatkowane, jako dodatek do satatek, jak rowniez po uprzednim ugotowaniu,
parowaniu, pieczeniu, blanszowaniu, moczeniu w rozcieficzonych kwasach organicznych lub
smazeniu [Chrapkowska i Goral 1995, Németh i Izaséaki, 2006]. Do spozycia najlepiej nadaja
si¢ bulwy Helianthus tuberosus zaraz po wykopaniu, poniewaz do$¢ szybko si¢ starzeja
i w skutek tego nabierajg niezbyt przyjemnego smaku [Sawicka i Skiba, 2009]. Bulwy moga
by¢ takze marynowane z dodatkiem cebuli lub czosnku ikonserwowane, a takze kiszone jak
kapusta [Burdzenia, 2001; Németh i Izasaki, 2006]. Waznym produktem pozyskiwanym
z bulw jest maczka. Moze ona by¢ wykorzystywana, jako dodatek do pasz dla zwierzat
gospodarskich. W badaniach na drobnoustrojach, liniach komoérkowych i zwierzetach
doswiadczalnych wykazano aktywacje transkrypcyjnych czynnikow komoérkowych NFk-B
oraz obnizenie poziomu glukozy we krwi szczuréw doswiadczalnych, u ktérych
zastosowanow diecie dodatek maczki ze slonecznika bulwiastego [Kope¢ i Cieslik, 2001,
Cisowski i Wtodarczyk, 2006]. Z badan Yildiz i in. [2006] wynika, iz suplementowanie diety
kur niosek bulwami tego gatunku przyczynia si¢ do obnizenia zawartosci cholesterolu
w z6ttku, jak i catym jajku. Kury w diecie, ktorych zastosowano dodatek stonecznika
bulwiastego znosity jaja o wigkszej masie oraz bardziej wytrzymate na peknigcia skorupki.
Natomiast w cukiernictwie dodatek maczki z bulw Helianthus tuberosus do ciasta przedtuza
jego $wiezo$¢ [Praznik 1 Cieslik, 2005; Gedrovica i Karklina, 2009].Dodanie maki
z topinamburudo maki pszennej W ilosci wiekszej niz 20% calkowitej zawartosci maki
doprowadza do wydtuzenia czasu rozwoju ciasta, ze wzgledu na rosnaca ilo$¢ blonnika
pokarmowego [Gedrovica i Karklina, 2009].Czg¢éciowe zastgpienie maki pszennej przez
make ze stonecznika bulwiastego zmniejsza wchianianie wody w ciescie — im wigksza czgé¢
maki pszennej zostanie zastgpiono przez make z topinamburu, tym mniej wody zostanie
zabsorbowane. Absorpcja wody z ciasta zmniejsza si¢, poniewaz Helianthus tuberosus
zawiera cukry o niskiej masie czasteczkowej i oligosacharydy [Rouille i in., 2005].
BadaniaP¢ksy i in. [2015a,b] wykazaly, iz dodatek maki z topinamburu do chrupek
kukurydzianych przyczynit si¢ do wyksztatcenia delikatnej, kruchej tekstury produktéw oraz
do polepszenia cech organoleptycznych. Dodatkowo maka ta dodana w ilosci 10 - 15 %,
wplywat korzystnie na krucho$¢ i delikatno$¢ wyrobow, szczegdlnie ekstrudowanych
w temp. 160 °C, jak rowniez produkty odznaczaja si¢ duza porowato$cig i mala gestoscia,
niezaleznie od temperatury ekstruzji [P¢ksa i1 in. 2015b]. W celu dalszego zwigkszania
delikatnosci i1 kruchosci chrupek kukurydzianych z dodatkiem maki ze stonecznika
bulwiastego, wg Rytel i in. [2015] nalezy dodaé soli. Poza tym zastosowanie maczki jako
wypetniacza przyczynia si¢ do spadku zawarto$¢ kalorii i zwigksza zawarto§¢ blonnika
w produkcie, bez zmiany jego cech organoleptycznych, przez co z powodzeniem mozna
ja wykorzystywac¢ w produkcji zywnosci dietetycznej [Baltacioglu i Esin, 2012].Spozywanie
produktow z dodatkiem maczki z tej rosliny wptywa pozytywnie na metabolizm lipidow
w organizmie [Cieslik i in., 2005].

Ze wzgledu na zawarto$¢ inuliny, ktora nieulega trawieniu, bulw stonecznika
bulwiastego sa coraz czg$ciej wykorzystywane jako funkcjonalny skladnik zywnosci
w roznych produktach spozywczych. Obecno$¢ inuliny 1 jej pochodnych
(fruktooligosacharydéw) w bulwach Helianthus tuberosus przyczynia si¢ do wzrostu
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korzystnych dla organizmu cztowieka bakterii probiotycznych: Bifidobacterium,
Lactobacillus, hamujacych wzrost patogenow, takich jak: Clostridium, Fusobacterium,
czy tez Gram-dodatnich paciorkowcow [Cieslik, 1998; Kope¢ i Cieélik, 2001; Cummings
i Macfarlane, 2002; Cieslik Gebusia, 2010; Mystkowska i Zarzecka, 2013].

Obecnie na skal¢ przemystowa produkowane sz polisacharydy pochodzenia
mikrobiologicznego, takie jak: ksantyny [Mystkowska i Zarzecka, 2013]. Badania Janasa
i Targonskiego [2007] wykazaly, iz dla Xanthomonas campestrisdobrym substratem
do produkcji tego polimeru sa rozdrobnione bulwy Helianthus tuberosus. Poza tym uzycie
pulpy z bulw topinamburu pozytywnie wplywa na jako$¢ mikrobiologiczng sorbetow
owocowych [Topolska i in., 2014].

Czgéci podziemne stonecznika bulwiastego maja rowniez szerokie zastosowanie
farmakologiczne. Produkowany z nich sok mozna zastosowaé w leczeniu schorzen jelita
grubego, hemoroidach, zapaleniu spojowek, powiek i skéry oraz w leczeniu tuszczycy,
owrzodzen orazoparzen [Aniot-Kwiatkowska, 1994; Mystkowska i Zarzecka, 2013].
Ze wzgledu na brak fenyloalaniny i tyrozyny w sktadzie aminokwasowym biatka tej rosliny
istnieje rowniez mozliwo$¢ zastosowania stonecznika bulwiastego w diecie w przypadkach
fenyloketonurii [Sawicka, 1999, Cie$lik i Gebusia, 2010]. W nadwadze i otylo$ci zalecane
jest spozywanie bulw tego gatunku lub preparatow zawierajacych substancje pgczniejace,
wywolujace uczucie sytosci, zmniejszajacych ilos¢ przyjmowanych pokarmoéw. Za takie
dziatanie odpowiedzialne sg rézne postaci btonnika, gldwnie celuloza oraz inulina, ktore
pozyskiwane sg z bulw Helianthus tuberosus przy produkcji preparatow, takich jak:
Topinulin, Topinambur-Sirup i Topinambur-Pulver [Cieslik i Filipiak-Florkiewicz, 2000;
Burdzenia, 2001; Cieslik i Gebusia, 2010; Mystkowska i Zarzecka, 2013]. W 1991 roku
zarejestrowano w Polsce stonecznik bulwiasty w wykazie lekow homeopatycznych [Cieslik
i Filipiak-Florkiewicz, 2000]. Dieta zawierajacazywno$¢ funkcjonalng, do ktérej mozna
zaliczy¢ bulw topinamburu wptywaja rowniez na obnizenie poziom glukozy w surowicy
krwi, tréjglicerydéw i cholesterolu w hiperglikemii [Safwat i in., 2012].

Inulina znalazta szerokie zastosowanie w przemys$le spozywczym ze wzgledu
na swoje wilasciwosci fizykochemiczne. Ma stodki smak oraz wykazuje whasciwosci
zelujace. Po wymieszaniu z wodg tworzy gesta, kremowsa teksturg, nadajacg produktom
spozywczym gladko$é i tagodny smak. Dzigki tej wlasciwosSci mozliwe jest zastosowanie jej
w produktach fermentowanych tradycyjnie, w celu zastapienia stosowanych stabilizatoréw,
czgsto modyfikowanych chemicznie, takich jak: pochodne celulozy, skrobi czy alginiandw
a takze zelatyny. Dzigki swoim wlasciwosciom thuszczonasladowczym wykorzystywana jest,
jako zamiennik thiszczu w wielu produktach spozywczych, takich jak: ciastka, czy
czekolady. W przemysle mleczarskim moze byé wykorzystywana do produkcji napojow
fermentowanych, seréw twarogowych, seréw topionych, koktajli mlecznych, $mietany,
produktow mastopodobnych oraz lodéw. Uwaza si¢, ze 1 g inuliny moze zastgpic¢
4 g thuszczu 1 stanowi tylko 1,5 kcal [Cieslik i Filipiak-Florkiewicz, 2000; Yildiz i in., 2008;
Gramza-Michatowska i Gorecka 2009; Mystkowska i Zarzecka, 2013]. Jednak inulina
spozyta w wigkszej ilosci moze mie¢ dzialanie gazotwodrcze i laksacyjne [Kunachowicz
i Ktlys, 2002]. Wigkszos¢ krajow Unii Europejskiej, USA i Japonia wpisaly produkty
z dodatkiem inuliny na list¢ produktow zywnosciowych, nadajacych si¢ do spozycia
bez ograniczen [Cieslik i Filipiak-Florkiewicz, 2000].
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W s$rodowisku kwasnym (pH <4,5) zachodzi hydroliza inuliny do fruktozy,
powodujac zmiang jej cech funkcjonalnych [Gramza-Michatowska i Gorecka, 2009].
Badania Chrapkowskiej i in. [1994] wykazaly, iz najkorzystniejszym katalizatorem tego
procesu jest kwas siarkowy. Udzial fruktozy jest istotny ze wzgledu na zmniejszenie
spozycia cukru konsumpcyjnego. Bulwy Helianthus tuberosus sa cennym surowcem pod
wzgledem zawartosci fruktozy, ktéra posiada nizsza warto$¢ energetyczng, przy odczuwaniu
tych samych wrazen stodyczy, dzigki czemu jest mniej szkodliwa dla diabetykow
[Bachmanowa, 1954; Chekroun i in., 1996; Cieélik i Filipiak-Florkiewicz, 2000; Baldini
i in., 2004]. Ze 100 kg bulw mozna otrzymac¢ 9-10 kg fruktozy [Mystkowska i Zarzecka,
2013]. Niestety trudna krystalizacja fruktozy oraz wysokie straty przy wytracaniu fruktozanu
wapnia przyczynity si¢ do pozyskiwania, jako surowca ostatecznego, pozwalajacego
na lepsze wykorzystanie cukrow z bulwy, soku fruktozowego. Taki syrop ma szerokie
zastosowanie w przemysle cukierniczym, jako substytut sacharozy i glukozy, jak réwniez
moze by¢ wykorzystywany przy produkeji likierow [Bachmanowa 1954; Sirisansaneeyakul
i in., 2007]. Dodatek syropu fruktozowego do konfitur, cukierkow, dzemoéw, alkoholi
i napojow bezalkoholowych przedluza przydatnos¢ tych produktéw do spozycia [Cieslik
i Filipiak-Florkiewicz, 2000; Baldini i in., 2004]. Pieczone bulwy Helianthus tuberosus
moga by¢ stosowane jako substytut kawy [Mystkowska i Zarzecka, 2013].

Jedng z najpopularniejszych przekasek sg czipsy ziemniaczane. Alternatywa dla nich
moga sta¢ si¢ czipsy wytwarzane z bulw Helianthus tuberosus, ktére z powodzeniem
sg uzywane, jako pokarm dla gryzoni domowych oraz ludzi. Smazenie jest szybka i wygodng
metoda w produkcji zywnosci, o unikalnych wlasciwos$ciach sensorycznych, kolorze, smaku,
teksturze i smakowitosci. Ciepto jest przekazywane z oleju do Zzywnosci a olej wnika
w skorke porami utworzonych przez odparowanie wody z zywnosci. Tak wiec, pobieranie
thuszczu przez czipsy w duzym stopniu zalezy od zawarto$§ci wody w zywnosci
przetwarzanej [Baltacioglu i Esin, 2012].

Lodygi stonecznika bulwiastego mogg by¢ uzywane do wyrobu napoju w smaku
zblizonym do piwa, a takze wodek gatunkowych. Do tego celu wykorzystywane sg suszone
i spreparowane cze$ci nadziemne [Bachmanowa, 1954].

Podsumowanie

W s$wietle zebranych informacjinasuwa si¢ stwierdzenie, ze stonecznik bulwiasty
mozna stosowa¢ w produkcjizaréwno zywnosci dietetycznej, jak i funkcjonalnej. Nalezy
kontynuowa¢ badania nad przydatnoscia tej rosliny w rozwoju nowych produktoéw oraz
ich wiasciwosciami fizycznymi i chemicznymi. Ze wzgledu na duzypotencjat Helianthus
tuberosus powinien by¢ statym komponentem diety ludzi oraz zwierzat domowych.
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WARTOSC ODZYWCZA BIALKA WYBRANYCH ODMIAN ZIEMNIAKA

Streszczenie

Wyniki badan oparto na do$wiadczeniu polowym przeprowadzonym w latach
2010-2012 w Zakladzie Doswiadczalnym Oceny Odmian w Uhninie, nalezacego
do Centralnego Os$rodka Badania Odmian Roslin Uprawnych w Shipi Wielkie;j.
Doswiadczenia polowe przeprowadzono zgodnie z metodyka oceny warto$ci gospodarczej
odmian ro$lin uprawnych. Badano 5 $rednio wczesnych odmian ziemniaka (trzy odmiany
jadalne i dwie odmiany skrobiowe). Wszystkie cechy okreSlano po dojrzeniu bulw.
Zawarto$¢ bialka ogélnego i wilasciwego oznaczano standardowymi metodami. Cechy
genetyczne badanych odmian determinowaty w najwigkszym stopniu zawarto$¢ i plon biatka
surowego i wlasciwego, a takze udzial biatka wiasciwego w biatku ogdlnym. Czynnikiem
ksztaltujacym zawarto$¢ biatka ogodlnego i wlasciwego w bulwach ziemniaka okazaly sig¢
takze warunki atmosferyczne w latach badan. Akumulacji biatka sprzyjaty suchy okres
od lipca do wrzes$nia. Wlasciwe okreslenie sktadu chemicznego bulw odmian znajdujacych
si¢ aktualnie w Krajowym Rejestrze Odmian jest szansa na zwi¢ckszenie zyskow w produkcji
ziemniaka do bezposredniego spozycia i przetworstwa spozywczego.

Stowa kluczowe: biatko ogolne, biatko wlasciwe, odmiany ziemniaka

Wstep

Ziemniak jest z jedng z podstawowych roslin konsumpcyjnych w Polsce. Wprawdzie
produkcja tego gatunku w Polsce, w ciggu ostatnich 20 lat, zmniejszyla si¢ kilkakrotnie,
to jednak jego ilo$¢ przeznaczona na cele konsumpcyjne zmalata tylko nieznacznie.
Spozycie ziemniaka w Polsce wynosi, bowiem ponad 110 kg na jednego mieszkanca
[FAOSTAT 2014]. Aktualnie jest zarejestrowanych w naszym kraju 114 odmian ziemniaka,
w tym 88 jadalnych i 26 skrobiowych, o odmiennym genotypie, zroznicowanych
mozliwosciach plonowania oraz odmiennych cechach jakosciowych i odpornosciowych
[Gacek, 2015]. W $wiezej masie bulw ziemniaka zawarte jest 1,7-2,9% biatka ogdtem,
z czego 35-60% stanowi biatko wiasciwe [Peksa, 2003; Lachman i in., 2005; Zarzecka
i Gugata, 2006; Pszczotkowski i Sawicka, 2009]. Tlos¢ ta jest pozornie niewielka, jednakze
biorgc pod uwage, ze ziemniak jest spozywany w Polsce codziennie, a jego biatko odznacza
si¢ wysoka wartoscia odzywcza, najwyzsza sposrod wszystkich biatek roslinnych, stawia
go na uprzywilejowanej pozycji [P¢ksa, 2003; Miedzianka, 2011; Leszczynski, 2012; Nems$
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i in., 2015]. Przy wykorzystaniu z ziemniaka tylko 0,4% biatka otrzymujemy w skali rocznej
30.000MT biatka, co odpowiada 4mld jaj [Harkema, 2015]. Bialko ziemniaka zawiera
wszystkie aminokwasy egzogenne w odpowiednich ilosciach. Jest jedynym bialkiem
ro§linnym o warto$ci porownywalnej z biatkami pochodzenia zwierzgcego [Leszczynski,
2012; Harkema, 2015]. Pc¢ksa [2003] dowiodla, iz dzigki wysokiej wartosci biatka
ziemniaczanego jego ilo$¢ niezbedna do utrzymania bilansu azotowego cztowieka jest
poréwnywalna z ilo$ciami biatka zwierzecego. W przypadku biatka calego jaja kurzego ilosé¢
ta wynosi 0,509 g na 1 kg wagi ciata na dzien, biatka ziemniaka 0,550 g, biatka mleka 0,568
g, biatka nasion fasoli 0,667 g, a biatka pszenicy 0,901 g. Ze wzgledu na znaczne spozycie
ziemniaka na osob¢ w Polsce, w formie nieprzetworzonej, jak i przetworzonej, biatko w nim
zawarte odgrywa istotng rol¢ w zywieniu cztowieka. Cenne jest réwniez to, ze dla
konsumenta ziemniak jest dostepny przez caly rok [Zarzecka i in., 2013; NemsS i in., 2015;
Harkema, 2015]. Poznanie sktadu chemicznego bulw nowych odmian ziemniaka,
a zwlaszcza zawartosci w nim biatkowych form azotu, jest szansa na zaproponowanie
konsumentom atrakcyjnych, wysokojako$ciowych odmian. W perspektywie moze to by¢
przyczyna podniesienia zyskoOw producenta i przetworcy ziemniaka. Stad tez celem
niniejszej pracy byla ocena zmienno$ci zawartosci i wydajnosci biatka ogdlnego
i wlasciwego wybranych odmian ziemniaka.

Material i metody

Materiat badawczy stanowity bulwy pigciu $rednio wczesnych odmian ziemniaka
z doswiadczenia przeprowadzonego w latach 2010-2012, w Zaktadzie Doswiadczalnym
Oceny Odmian w Uhninie, woj. lubelskie. Eksperyment polowy wykonano zgodnie
z metodyka oceny warto$ci gospodarczej odmian roslin uprawnych [Kamasa, 1998], metoda
blokéw zrandomizowanych, w 3 powtdrzeniach. Badano 5 $rednio wczesnych odmian
ziemniaka (trzy odmiany jadalne i dwie odmiany skrobiowe). Doswiadczenie
przeprowadzono na glebie plowej, wytworzonej z gliny lekkiej, kompleksu zytniego bardzo
dobrego, o lekko kwasnym odczynie (pH 6,4 w KCI). Eksperyment zaktadano kazdego roku
wiosng, w ostatniej dekadzie kwietnia, w rozstawie 67,5 x 37 cm. Material sadzeniakowy byt
w klasie C/A. Wiosng stosowano state nawozenie azotowo — fosforowo - potasowe w ilosci:
90 kg N, 39,2 kg P i 112 kg K'ha™. Zabiegi uprawowe i ochronne przeprowadzono zgodnie
z zasadami dobrej praktyki rolniczej. Przedplonem ziemniaka bylo pszenzyto ozime. Zbidr
bulw przeprowadzono w okresie dojrzatosci fizjologicznej. W czasie zbioru okreslono plon
bulw i pobrano préby do oznaczen chemicznych. Pobrane proby bulw zostaly doktadnie
umyte i pokrojone na cienkie plastry, ktdore liofilizowano z uzyciem liofilizatora ALPHA 1-4
(Osterode am Harz, SRN). Nastepnie liofilizowane plastry homogenizowano na make
ziemniaczana, ktdrg uzyto do analizy zawarto$ci biatka surowego. Jego zawarto$¢ okreslano
w suchej masie bulw, w atmosferze azotu i nastgpnie pomnozono przez wspotczynnik 6,25.
Calkowitg zawarto$¢ azotu oznaczono na analizatorze azotu FLASH EA 1112
(ThermoQuest, Wtochy). Azot bialkowy oznaczono metoda Bernsteina [AOAC, 2006].
Wszystkie analizy wykonano dla kazdej kombinacji do$wiadczenia polowego, w trzech
powtdrzeniach. Wydajnos¢ biatka surowego, jak i wlasciwego obliczono na podstawie plonu
bulw z jednostki powierzchni i zawartosci biatka.
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Wyniki badan poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu
statystycznego 6,0 Statistica (StatSoft, 2001) z zastosowaniem analizy wariancji ANOVA.
Parametry funkcji okreslono metoda najmniejszych kwadratow, a weryfikacje istotnosci
testem t-Studenta. Oceny istotno$ci réznic pomi¢dzy poréwnywanymi $rednimi dokonano
za pomocg wielokrotnych przedziatow Tukey’a.

Okres wegetacji w 2010 roku odznaczat si¢ dobrym rozktadem i wielko$cia opadow,
przy nieznacznie wyzszych temperaturach powietrza, w stosunku do normy wieloletniej
(tab. 1). W 2011 roku od kwietnia do lipca wystepowat nadmiar opadow, natomiast sierpien
i wrzesien okazaly si¢ skrajnie suche. W 2012 roku okres wegetacji odznaczal sig¢
przecigtnym rozktadem i wiclkoscia opadow, jedynie wrzesien byt skrajnie suchy (tab. 1).

Tabela 1. Wspoétczynniki hydrotermiczne Sielianinova dla lat 2010-2012

Miesiac 2010 2011 2012 Srednia
v 0,6 1,4 11 1,0
\Y 2,0 11 0,8 1.3
VI 1,2 2,1 1,9 1,7
VII 0,9 2,9 0,8 15
VIl 2,3 0,8 1,2 1,4
IX 2,1 0,2 0,8 1,0

Srednia 15 14 11

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie danych stacji meteorologicznej w Uhninie

Wyniki i dyskusja
Zawarto$¢ biatka ogdlnego, w §wiezej masie bulw, wahata si¢, zaleznie od roku

i odmiany od 1,47 do 2,44% (tab. 2, 3).

Tabela 2. Zawarto$¢ biatka ogblnego w $wiezej i suchej masie bulw w zaleznos$ci
od odmiany i lat badan (%)

Odmiana W $wiezej masie W suchej masie
2010 2011 2012  Srednia 2010 2011 2012  Srednia
Irga 1,47 1,89 155 1,64 800 831 801 8,11
Kolia 1,80 222 1,69 1,91 910 861 7,63 8,45
Sante 164 194 165 1,75 971 742 746 8,20
Glada 1,92 218 2,00 2,03 744 7,79 8,04 7,76
Harpun 1,98 2,44 2,17 2,19 7,74 8,37 8,04 8,05
NIR Po.os 0,33 1,41
Srednia 1,76 2,13 181 1,90 840 810 7,84 8,11
NIR pg o5 0,07 0,11 0,28 0,47

Zrodto: badania wlasne
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Wartosci te sa zgodne z doniesieniami, tak polskich [Mazurczyk i Lis, 2001; P¢ksa,
2003; Zarzecka i Gugata, 2006; Pszczotkowski i Sawicka, 2009; Leszczynski, 2012;
Zarzecka i in., 2013; Marks i in.,, 2014; Nem$ i in., 2015; Sawicka i in., 2015],
jak i zagranicznych autorow [Koningsveld, 2001; Koops, 2002; Lachman i in., 2005; Bartova
i in., 2009; Oztiirk i in., 2010]. Wiasciwosci genetyczne badanych odmian wywarty istotny
wplyw na badane cechy. Odmiana Harpun odznaczata si¢ najwyzsza zawarto$cia biatka
ogétem w $wiezej masie bulw we wszystkich latach badan. Rozpatrujac te zaleznosci,
w suchej masie bulw, stwierdzono, ze przeci¢tniec az 4 odmiany sa homologiczne pod
wzgledem tej cechy (Irga, Sante, Glada i Harpun). Badane odmiany reagowaly odmiennie
na warunki meteorologiczne w latach badan (tab. 2). Odmiana Glada najmniej biatka
wytworzyta w 2010 roku, za$ odmiana Sante — w latach 2011-2012 (tab. 2).

Czynnikiem ksztattujacym zawarto$¢ biatka ogdlnego, tak w $wiezej, jak i suchej
masie bulw, nie mniej waznym niz odmiany, okazaly si¢ warunki atmosferyczne.
Najbardziej sprzyjajacy koncentracji biatka ogdlnego w $wiezej masie bulw byt rok 2011,
charakteryzujacy si¢ najbardziej korzystnymi warunkami pogodowymi. Potwierdzenie tych
wynikow uzyskano w badaniach Mazurczyka i Lis [2001], Zarzeckiej i Gugaty [2006] oraz
Marksa i in. [2014], ktérzy dowiedli, Ze w latach o rownomiernym rozktadzie opadow
i temperatury powietrza plon ogdlny, jak i zawarto$¢ poszczegdlnych sktadnikow byty
wyzsze. Marks i in. [2014] udowodnili, iz udziat lat w analizie wariancji, w ksztattowaniu
zawartosci bialka ogdlnego, wynosit 54%, za$ udzial odmian tylko w 8,2% stanowit
0 zmiennosci zawartosci biatka.

Badane odmiany wykazaly zréznicowang reakcj¢ na warunki meteorologiczne
w latach badan. Odmiana Harpun charakteryzowala si¢ najwyzsza zawarto$cig biatka
og6lnego, w Swiezej masie bulw w najcieplejszym, 2011 roku, podobnie reagowaty odmiany
Irga i Kolia, za§ odmiany: Glada i Sante nie wykazaly istotnej zmiany zawartosci biatka
og6lnego na przebieg pogody w okresie wegetacji ziemniaka (tab. 2). Odmienne wyniki
obserwowano przy rozpatrywaniu biatka ogdlnego w suchej masie bulw. Tylko odmiana
Sante reagowala istotnie na warunki atmosferyczne w latach badan. Najwigcej biatka
w bulwach zakumulowala ta odmiana w 2010 roku, o temperaturze powietrza wyzszej
od normy wieloletnigj (tab. 2).

Zawarto$¢ biatka wlasciwego w bulwach ksztaltowala sig, zaleznie od roku
od 1,10 do 1,97% w $wiezej masie bulw od 4,92 do 8,15% — w suchej ich masie (tab. 3).
W badaniach Mazurczyka i Lis [2001], przeprowadzonych na 97 odmianach, wykazano
podobne zroznicowanie odmian, pod wzgledem wartosci tej cechy — od 0,56 do 1,48%,
w $wiezej masie bulw.

Wiasciwosci odmianowe determinowaty w najwigkszym stopniu zawarto$¢ biatka
wilasciwego w bulwach ziemniaka. Najwyzsze st¢zenie tego skladnika, tak w Swiezej, jak
i suchej masie bulw zaobserwowano u odmian skrobiowych: Harpun i Glada. Odmiany Irga
i Sante znalazly si¢ w tej samej grupie homologicznej, pod wzgledem wartosci tej cechy
(tab. 3). Podobne obserwacje, ale na znacznie wigkszej grupie odmian, prezentowali
Mazurczyk i Lis [2001]. Z badan Marksa i in. [2014] wynika z kolei, ze udziatl zmienno$ci
odmianowej stanowi tylko ok. 8% zmiennoS$ci ogolne;.
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Tabela 3. Zawarto$¢ biatka wtasciwego w $wiezej i suchej masie bulw w zaleznosci
od odmiany i lat badan (%)

W $wiezej masie bulw W suchej masie bulw
Odmiana - -
2010 2011 2012 Srednia 2010 2011 2012  Srednia
Irga 1,26 112 1,10 1,16 6,85 492 568 5,82
Kolia 161 140 1,24 1,42 8,15 541 559 6,38
Sante 1,17 125 1,13 1,18 691 476 513 5,60
Glada 172 151 145 1,56 6,67 542 581 5,97
Harpun 1,71 197 161 1,76 6,69 6,74 599 6,47
NIR poos 0,25 1,05

Srednia 149 145 131 1,42 705 545 564 6,05
NIR poos 0,05 0,08 0,21 0,35

Zrédo: badania wlasne

Najwyzsza zawartos¢ biatka wilasciwego, tak w $wiezej, jak i suchej masie bulw
odnotowano w 2010 roku, o optymalnym przebiegu pogody w okresie wegetacji
i temperaturze powietrza powyzej normy wieloletniej (tab. 3).

Istotnym okazato si¢ rowniez wspotdziatanie wtasciwosci odmianowych i warunkow
w latach badan. Odmiany Kolia, Glada i Harpun reagowaty istotnie na przebieg warunkoéw
atmosferycznych w okresie wegetacji; przy czym Kolia i Glada najwigcej tej formy biatka
zgromadzity w 2010 roku, o podwyzszonej temperaturze powietrza w okresie wegetacji, zas
Harpun — 2011 roku. Zréznicowanie odmian pod wzgledem reakcji na warunki wegetacji,
w przypadku zawartosci biatka wtasciwego, potwierdza Mazurczyk i Lis [2001], ktorzy
przebadali bardzo duza grup¢ odmian w ciagu 25 lat. Uwazaja oni jednak, ze generalnie
w latach suchych ziemniak tworzy wiecej, tak biatka ogodlnego, jak i wlasciwego, zas
najmniej — w latach wilgotnych, o nizszej temperaturze powietrza w okresie wegetacji.
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Tabela 4. Udziat biatka wlasciwego w biatku ogdtem $§wiezej i suchej masie bulw w
zalezno$ci od odmiany i lat badan (%)

Odmiana W $wiezej masie bulw W suchej masie bulw
2010 2011 2012  Srednia 2010 2011 2012  Srednia
Irga 8571 5920 70,9 719 8562 5920 7091 7191

Kolia 89,44 63,06 73,37 75,29 89,56 62,83 73,26 75,22
Sante 71,34 6443 68,48 68,08 71,16 64,15 68,77 68,03
Glada 89,58 69,26 72,50 77,11 89,65 69,57 72,26 77,16
Harpun 86,36 80,73 74,19 80,43 86,43 80,52 74,50 80,48

NIR po.os 12,75 12,75
Srednia 84,49 67,34 71,90 7457 84,48 67,25 71,94 74,56
NIR po.os 2,55 4,25 2,55 4,25

Zrédo: badania wlasne

Udzial biatka wlasciwego w biatku ogoétem stanowit 68,08-80,43%, zaleznie
od odmiany i 67,34-84,48%, zaleznie od roku badan. W badaniach wieloletnich Mazurczyk
i Lis [2001] udzial ten wahat si¢ od 39% do 65%, zaleznie od roku; przy czym w latach
suchych byl on najnizszy, a w latach przeci¢tnych, pod wzgledem przebiegu opaddw, jak
i temperatur powietrza, byt najwyzszy. W przeprowadzonych badaniach zaréwno cechy
genetyczne badanych odmian, jak i warunki §rodowiska miaty istotny wplyw na udziat
biatka wlasciwego w bialku ogdlnym (tab. 4). Najwyzszym udzialem biatka wiasciwego,
w biatku ogdélnym, odznaczata si¢ odmiana Harpun, nastgpnie odmiana Glada, najnizszym
za$ — odmiana Sante. Odmiany Irga i Kolia nie roznity si¢ istotnie pod tym wzgledem. Nems§
iin. [2011], Miedzianka [2011] oraz Harkema [2015] podkreslaja, iz biatko ziemniaczanejest
unikalne,taczacewysoka zdolno$éteksturalng z"wolnoscig" od alergendw, wolne jest tez
od glutenu oraz laktozy. To wskazuje na wysoka warto§¢ funkcjonalng badanych odmian
ziemniaka. Amerykanskie Stowarzyszenie do Badan nad Ziemniakiem uznato ziemniak
za zywnos$¢ bezglutenowa, o doskonaltej jakosci biatka, dajaca szereg mozliwosci jego
wykorzystania, m.in. do: polepszania objetosci i tekstury produktéow zywnosciowych, bez
dodawania nowych alergendéw; do pienienia si¢, dajac np. wicksza objetos¢ pieczywa, lepsza
strukture mickiszu; do zelowania, pozwalajac zachowa¢ wysoka objetos¢ i teksture
po upieczeniu; do fortyfikacji, gdyz zwlaszcza produkty standardowe GF (Gluten Free) maja
tendencje do "zubazania". Gléwne korzysSci z zastosowania biatka ziemniaczanego to lepsza
tekstura, lepsze odzywianie, brak alergenow [Miedzianka, 2011; Harkema, 2015].

Najwyzszy udzial biatka wlasciwego, w biatku ogdtem, stwierdzono w 2010 roku,
o najkorzystniejszym rozkladzie opadéw w okresie wegetacji 1 wyzszej od S$redniej
wieloletniej temperaturze powietrza w miesigcach letnich, najnizszy za$§ w 2011 roku,
o mokrym czerwcu i lipcu i suchym sierpniu i skrajnie suchym wrzeséniu (tab. 4).
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Tabela 5. Wydajnos¢ biatka ogdlnego i wlasciwego, zaleznie od odmiany i lat badan

(kgha™)

. Plon biatka og6lnego Plon biatka wlasciwego
Odmiana 2010 2011 2012  Srednia 2010 2011 2012 Srednia
Irga 580 461 633 558 500 273 449 407
Kolia 890 685 581 719 800 430 426 552
Sante 1020 506 636 721 720 324 438 494
Glada 860 478 661 666 770 332 478 527
Harpun 850 653 766 756 740 526 571 612

NIR P os ns ns
Srednia 840 557 655 684 706 377 472 518
NIR po,os 23 38 17 29

Zrodto: badania wiasne; ns — nieistotne przy poziomie po,es — Not significant at poos

Najwyzszym plonem, tak bialka ogoélnego, jak i wlasciwego odznaczata si¢
wysokoskrobiowa odmiana Harpun, o najdluzszym okresie wegetacji, najnizszym za$ —
$rednio wczesna, jadalna Irga. Odmiany Kolia i Sante nie roznily si¢ istotnie pod wzgledem
plonu biatka surowego, za§ Glada i Kolia — z uwagi na plon biatka whasciwego (tab. 5).
Roéznice odmianowe w wydajnosci biatka podkreslaja rowniez Mazurczyk i Lis [2001],
Zarzecka 1 Gugata [2006] oraz Pszczotkowski i Sawicka [2009]. Na podobng zmienno$é
odmianowa wskazujg rowniez wyniki Bombik i in. [2007].

Najwyzszy plon biatka ogdlnego i biatka wilasciwego odnotowano w pierwszym,
najcieplejszym roku badan, najnizszy za§ w wilgotnym, 2011 roku (tab. 5). Podobne
spostrzezenia wysuneli Mazurczyk i Lis [2001]. Nie wykazano za$ interakcji odmian

z warunkami $rodowiska, na co wskazywal Yildrim i Caliskan [1985] oraz Jansen
i in. [2001].

Whioski

Cechy genetyczne badanych odmian ziemniaka okazaly si¢ decydujace
w ksztattowaniu, tak zawarto$ci biatka surowego, jak i wiasciwego w bulwach ziemniaka
oraz ich wydajno$ci. Najwyzszg zawarto$cig tych sktadnikéw, jak i ich plonem odznaczata
si¢ skrobiowa odmiana Harpun, najnizszg za$ - jadalna odmiana Irga.

Stosunek biatka wilasciwego do biatka ogolnegow badanych bulwach ziemniaka
determinowaty zaréwno czynniki genetyczne, jak i warunki Srodowiska. Najwyzszy udzial
bialka wlasciwego w biatku ogdtem zapewnialy optymalne warunki meteorologiczne
w okresie wegetacji oraz odmiany wysokoskrobiowe, w poréwnaniu do standardowych
odmian konsumpcyjnych.

Bulwy ziemniaka nalezy traktowa¢ jako zywnos$¢ funkcjonalna, prozdrowotna,
bezglutenowa, a bialko ziemniaka mozna wykorzystat w przemysle przetworstwa
spozywczego do produkcji i wzbogacania pieczywa i innych produktow, celem uzyskania
lepszej ich tekstury, lepszej ich warto$ci odzywczej, przy jednoczesnym braku alergenow.
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WARTOSC ODZYWCZA BULW ZIEMNIAKA W WARUNKACH STOSOWANIA
BIOREGULATOROW WZROSTU

Streszczenie

W pracy podsumowano stan wiedzy na temat warto$ci odzywczej ziemniaka,
z uwzglednieniem wlasciwosci prozdrowotnych i funkcjonalnych tego gatunku. Ziemniak
oprocz zaspokajania gltodu speilnia rézne dodatkowe funkcje fizjologiczno-zywieniowe,
wywiera duzy wptyw na poprawe stanu zdrowia oraz zapobiega niektérym chorobom. Mate
wymagania  glebowo-klimatyczne 1 tatwa  uprawa  ziemniaka,  polaczona
z nieskomplikowanym procesem pozyskiwania skrobi o szerokim spektrum zastosowania,
czynia ja bardzo atrakcyjnym produktem. Stosowanie regulatoréw wzrostu i nawozow
dolistnych zawierajacych makro- i mikrosktadniki ma wptyw m.in. na gospodarke azotowa
ro§lin, aktywacje i kontrolg wielu proceséw zyciowych. Moga one by¢ czynnikami
pozwalajacymi na zwigkszenie wartosci odzywczej ziemniaka i jego odpornosci na czynniki
patogeniczne. Aplikacja ich w uprawie ziemniaka stanowi, zatem odpowiedz na rosnace
potrzeby konsumentow.

Stowa kluczowe: makro-, mikroelementy, witaminy, sole mineralne, warto$¢ energetyczna,
ziemniak, regulatory wzrostu, nawozenie dolistne

Warto$¢ odzywcza ziemniaka

Ziemniak jest jednym z podstawowych produktow spozywczych, dostgpnych caty
rok, bez ograniczen. Jego warto§¢ energetyczna, w zalezno$ci od sktadu chemicznego,
wynosi od 50 do 90 kcal na 100 g $§wiezej masy bulw [Lisinska, 2006; Leszczynski, 2012].
Ziemniak o mniejszej zawartosci skrobi (10-12%) ma okoto 50-55 kcal, o wigkszej
(16%) — okoto 80 kcal w 100 g [USDA, 2012]. Wigksza wartoscia energetyczng odznaczajg
si¢ bulwy pieczone (93 kcal na 100 g) i gotowane, bez skorki (86 kcal na 100 g), niz bulwy
surowe ziemniaka (79 kcal na 100 g) i gotowane w skorce (78 kcal na 100 g) [Love i Pavek,
2008; USDA, 2012; Bienia i in., 2015]. O warto$ci odzywczej bulw $wiadczy zawartos$é
biatka, weglowodanéw, ttuszezy, witamin, soli mineralnych, jak i substancji bioaktywnych
[Poberezny i in., 2011; Leszczynski, 2012]. Bulwy ziemniaka jadalnego zawieraja,
w zaleznosci od odmiany, okoto 12 do 16% skrobi, za$§ skrobiowego — 18,0-27,5%.
Zawartos¢ skrobi ma znaczenie ze wzgledu na przydatno$¢ bulw ziemniaka do przetworstwa
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i gastronomii. Ponadto wielocukier ten jest rozktadany do glukozy, ktéra stanowi
podstawowe zrodio energii niezbednej do funkcjonowania organizmu cztowieka [Poberezny
i in.,, 2011; Bienia i in., 2015; Zarzecka i in., 2015]. Z weglowodanéw, poza skrobig bulwy
ziemniaka zawieraja okoto 0,5% cukrow redukujacych (glukoze, fruktoze, sacharoze),
ktorych wyzsza zawarto$¢ (do okolo 1%) powoduje stodki smak bulw. Ich zawarto$¢
w bulwach ziemniaka ulega zmianie w wyniku obrobki kulinarnej bulw. Najwigcej tego
sktadnika kumuluje si¢ podczas pieczenia (1,70 g), a spada podczas gotowania ziemniaka
[USDA, 2012].

W bulwach znajduje si¢ ok. 2% substancji azotowych, jako tzw. biatko surowe,
z czego ponad potowe stanowi biatko wlasciwe, a pozostata cz¢$¢ to aminokwasy, peptydy,
zwigzki amonowe, amidy i inne. Jansen i in. [2001] badajac 466 odmian uzyskali
4,5-13,6% biatka w suchej masie bulw. Wedlug USDA [2012] zawarto$¢ biatka
w 100 g $wiezych bulw ziemniaka surowego wynosi 2,14 g, a po ugotowaniu,
w "mundurkach" — 2,86 g. W bialku ziemniaka przewazaja takie aminokwasy jak: leucyna,
lizyna, fenyloalanina i walina [Lisinska, 2006; Wroniak, 2006; Leszczynski, 2012]. Zdaniem
Ciecko i in. [2004] bialko ziemniaka charakteryzuje si¢ tez wysokim udzialem histydyny,
znaczng iloscig lizyny i treoniny. Wysoki indeks Osera — EAA, cechujacy biatko ziemniaka
pod wzglgdem skladu aminokwasowego wykazuje, ze jest ono pod wzgledem jakosSci
zblizone do biatka jaja kurzego. W zwiazku z tym wykorzystanie ziemniaka w zywieniu
moze rekompensowaé niedobor tych aminokwaséw wystepujacy w ziarnie zboz [Sawicka,
1991; Stankiewicz i in., 2008; Bartova i in., 2009; Bienia i in., 2015; Zarzecka i in., 2015].

W ziemniaku wystgpuja tez nierozpuszczalne substancje nieskrobiowe, bedace
glownie sktadnikami $cian komorkowych, takie jak: celuloza, pektyna (acetylowana,
a nie jak wickszo$¢ roslin metylowana). Tworza one tzw. btonnik pokarmowy w ilo$ci
ok. 2,3% masy bulw. Jest on odporny na dzialanie enzymow trawiennych i nie ma wartosci
energetycznej. Mimo to jest jednak niezbedny w zywieniu, ,rozcienczajac” sktadniki
odzywcze, utatwiajac dostep do enzymow trawiennych. Poprawia rowniez perystaltyke jelit,
jak rowniez adsorbuje kwasy zotciowe oraz toksyczne metale cigzkie. Porcja gotowanych
ziemniakoéw w ilo$ci 180 g dostarcza okoto 3 g btonnika, co stanowi ponad 10% dziennego
zalecanego spozycia (25 g) [EFS, 2010; Bienia i in., 2015].

Thuszcze stanowig w bulwach ziemniaka tylko okoto 0,1%, $wiezej ich masy.
Przewazaja kwasy tluszczowe, gltdwnie linolowy i linolenowy, niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania cztowieka. Sa to kwasy nalezace do grupy niezbednych nienasyconych
kwaséw tluszczowych [Mazurczyk i Lis, 2001; Wroniak, 2006; Bienia i in., 2015].
Z niezbednych sktadnikow w zywieniu czlowieka wystepuja w bulwach ziemniaka
witaminy, takie jak: witamina C, o zawartosci 20-30 mg100 g*, B; (tiamina)
(24-180 pg100 g™, B, (ryboflawina) (7-200 pg100 g™), Bs (niacyna) (360-3300 pg100 g%),
Bs (kwas pantotenowy) (190-320 pg100 g?), Bg (pirydoksyna) (130-420 pg100 g,
B (kwas foliowy) (6-50 pug100 g™) oraz H (biotyna) (0,6 pg.100 g™) [Love i Pavek, 2008;
Leszczynski, 2012; USDA, 2012; Bienia i in., 2015]. Srednia porcja gotowanych bulw
(180 g) pokrywa 1/2 zaporzebowania na witaming C i ponad jedng szosta dziennego
zapotrzebowania osoby dorostej na witaminy B;, Bg i kwas foliowy [Leszczynski, 2012].

Bulwy ziemniaka zawieraja tez sktadniki majace znaczenie w profilaktyce chorob
nowotworowych, takie jak: polifenole, flawonoidy, tokoferole [Reddivari i in., 2007;
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Zarzecka i in., 2015]. Zwigzki te wystepuja w ilosci 15-30 mg100g™, a nawet powyzej
45 mg100g™ [Leszczynski, 2012]. Substancje mineralne wystepuja w bulwach w ilosci
od 0,5 do 2%, w tym potas, fosfor, wapn, magnez, sdd, siarka, zelazo, miedz, mangan i inne
[Leszczynski, 2012; Zoowski, 2013; Bienia i in., 2015].Gtéwnym sktadnikiem mineralnym
jest potas wptywajacy na gospodarke jonowa i wodng organizmu. W 100 g gotowanego
ziemniaka jest 370 mg potasu, w 100 g ziemniaka pieczonego 535 mg, za§ w takiej porcji
frytek 451 mg tego sktadnika. Oprdocz potasu bulwy ziemniaka zawieraja wapn (15 mg%)
i magnez (okoto 20 mg%), ktore neutralizuja zakwaszajacy wpltyw przetwordow zbozowych,
migsa i ryb na czlowieka. Spozywanie ziemniaka w ilosci 200g pokrywa czgsciowo
zapotrzebowanie na molibden (do 100%), jod (20%), chrom (50%), selen (20%), fluor
(15%), magnez (15%), zelazo (15%), miedz (12%), fosfor (12%) [Bethke i Jansky, 2008].
Stad tez bulwy ziemniaka spelniaja wazng role w utrzymaniu réwnowagi
kwasowo-zasadowej oraz w gospodarce wodnej i jonowej cztowieka. Ponadto sa produktem
tanim i zdrowym, smacznym i latwym w przygotowaniu dospozycia, zalecanym dla
wszystkich grup wiekowych [Leszczynski, 2012; Bienia i in., 2015; Zarzecka i in., 2015].
Bulwy ziemniaka zawieraja tez niewielkie ilosci glikoalkaloidow (TGA) - substancji
antyzywieniowych (chakonina, o-solanina, solanidyna, tomatidenol) gtéwnie w owocach,
kwiatach i liSciach oraz kietkach ziemniaka. W bulwach zwigzki te wystepuja w ilosci
5-40 mg100 g* $wiezej masy bulw, glownie w okolicy oczek i tuz pod skorka. Miejsca
te sa obierane i odrzucane, zatem nie stwarza to zagrozenia dla zdrowia cztowieka
czy zwierzat. Ponadto badania przeprowadzone na ochotnikach wykazaty, iz TGA rozktada
si¢ w $srodowisku kwasnym, w zotadku, lub w miejscu absorpcji. Lipofilne wiasciwosci
solanidyny przyspieszajg jej wchtanianie [Badowski i Urbanek-Kartowska, 1999; Zarzecka
i in., 2015].

Wplyw bioregulator6w na wartos¢ odzywczg ziemniaka i jego odpornosé na czynniki
patogeniczne

Czynnikami  pozwalajagcymi na  zwigkszenie wartosci odzywczej roslin
i ich odpornosci na czynniki patogeniczne mogg by¢ regulatory wzrostu oraz nawozy
dolistne. Stosowanie nawozow dolistnych zawierajacych makro- i mikrosktadniki ma wptyw
m.in. na gospodarke azotowg roélin, aktywacj¢ i kontrolg wielu proceséw zyciowych
(zwickszenie wydajnosci fotosyntezy — Fe, Cu, Mn, Zn; sprawnej kontroli funkcjonowania
uktadow hormonalnych — Zn, Mn, Cu, B, zwickszenia odpornosci roslin na choroby —
Fe, Mn, Cu, B oraz utrwalenie wlasciwosci przechowalniczych [Kozera i Barczak, 2007,
Zotmowski, 2013]. W Polsce, dla upraw ziemniaka najczesciej dostepne s takie nawozy
dolistne, jak: Agrosol K, Adob Mn, Alkalin PK 10:20, Basfoliar 36 E,
ChronPlon PK, Ekosol K, Insol 7, Mikrosol Zm, Plonvit K, Seniphos, Sonata Z, Wuxal
Kombi czy Nutrifor. Nawozenie dolistne ma duze znaczenie w rozwoju ro$lin ziemniaka
w warunkach stresowych [Boliglowa, 2003]. Sktadniki pokarmowe powinny by¢ dostarczane
ro$linom ziemniaka gtéwnie w okresie zawigzywania bulw, gdy zapotrzebowanie na nie jest
najwigksze. Dla wiekszosci odmian przypada to na okres czerwiec-lipiec. Najczgsciej
pierwszy zabieg dolistnego nawozenia roslin stosuje si¢ na dwa tygodnie przed kwitnieniem,
za$ ostatni — w fazie owocowania [Boliglowa, 2003; Ciecko i in., 2004; Jabtonski, 2009;
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Zomowski, 2013]. Nawozenie dolistne stanowi zabieg interwencyjny i powszechnie
przypisuje si¢ mu role zapobiega obnizeniu plonéw roslin uprawnych m.in. poprzez
ograniczenie choréb [Warchotowa, 1998; Boliglowa, 2003; Sawicka, 2003; Sawicka
i Krochmal-Marczak, 2009a,b; Sawicka i Skiba, 2009c]. W przypadku preparatow, takich
jak: Ekolist Zm, Indol 7 wlasno§¢ ochronng stanowig bardzo wysokie poziomy
poszczegolnych mikroelementéw, a zwlaszcza Zn, Cu, B, Fe i Mn. W przypadku nawozu
dolistnego np. ChrofiPlon jego wilasno$¢ ochronng stanowi wysokie pH. Najlepszy efekt
ochronny, w postaci przedtuzenia wegetacji roslin, w badaniach Sawickiej i Skiby [2009c],
przyniosto zastosowanie nawozu dolistnego Chronplon PK, w poréwnaniu z obiektem
kontrolnym. Inny nawodz dolistny, np. Ekolist Zm mozna traktowaé jako preparat
zwickszajacy odporno$¢ roslin na choroby grzybowe i hamujacy czgsciowo rozwdj zarazy
ziemniaka oraz alternariozy [Sawicka i Krochmal-Marczak, 2009a,b]. Niejednakowy efekt
ochronny stosowanych nawozow dolistnych wynika na ogot z ich sktadu mineralnego oraz
ich r6znego pH.

Podstawowym kryterium efektywno$ci pozakorzeniowego dokarmiania ro$lin jest
tempo absorpcji i przemieszczania sktadnikow pokarmowych wewnatrz rosliny, czyli czas,
w ktorym zastosowane sktadniki zostang wlaczone w metabolizm roslin. Szybkos¢
przenikania poszczegélnych kationéw przez membrane kutykuli maleje w kierunku:
NH,">K*>Na">Ca**>Mg*>Fe**>AI*" [Warcholowa, 1998]. Wplyw nawozéw dolistnych
na jako$¢ bulw jest nadal stabo poznany [Boligtowa, 2003; Ciecko i in., 2004; Bogucka
i in., 2010; Kozera i Barczak, 2007; Zomowski, 2013]. Bogucka i in. [2010] akcentuja
zwigkszenie gateczek skrobi na skutek stosowania tych nawozoéw. Kozyra i Barczak [2007]
stwierdzili  oddzialywanie = nawozenia  cynkiem, miedzig, molibdenem oraz
wielosktadnikowego nawozu na wzrost zawartos$ci azotu ogdélnego w suchej masie bulw
oraz zwickszenie udziatu albumin w bulwach pod wptywem nawozenia dolistnego. Dolistna
aplikacja roztworéw miedzi oraz cynku powodowata wzrost udziatu biatek konstytucyjnych
(albuminy+globuliny) w suchej masie bulw. Nawozenie miedzia, molibdenem, nawozem
wielosktadnikowym, a takze cynkiem, powodowalo istotny wzrost udzialu azotu
nierozpuszczalnego w suchej masie bulw. Globuliny i gluteliny natomiast w niewielkim
stopniu zmieniaty si¢ pod wptywem nawozenia dolistnego. Jabtonski [2009] stwierdzit
zmniejszenie poziomu azotandw w bulwach ziemniaka pod wplywem stosowanego
nawozenia dolistnego. Zdaniem Zomowskiego [2013] bulwy intensywniej nawozone
nawozami dolistnymi zawierajag w swoim sktadzie zwigkszone ilosci N, P i Mg
a zmniejszone zawarto§¢ witaminy C, cukrow redukujacych i skrobi. Jednoczesnie
charakteryzuja si¢ korzystniejsza struktura miazszu, wyzsza wycena typu kulinarnego.
W bulwach zawierajacych zwigkszong zawarto$¢ witaminy C, fosforu i magnezu stwierdzit
poprawe smakowito$ci. Wg Sawickiej [2016] koncentrat nawozowy Insol 7 zwigksza istotnie
zawarto$¢ fosforu, ale jednoczes$nie ogranicza gromadzenie si¢ wapnia. Sposrod wszystkich
procesow regulacji wewnetrznej uczestniczacych w regulacji proceséw wzrostu i rozwoju
regulatory wzrostu ro$lin wyrdzniaja: wystepowanie w bardzo niskich stezeniach, aktywnos¢
biologiczna, obecnos¢ we wszystkich ro$linach, miejsce syntezy w ro$linie roézni sig¢
od miejsca fizjologicznej aktywnosci [Mikos-Bielak, 2005]. Substancje syntetyczne
regulujace wzrost roslin zastosowane w wyzszych stezeniach dziataja na rosliny niszczaco.
Dlatego przy doborze substancji aktywnej biologicznie bardzo wazne sa badania okreslajace
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doktadne granice stgzen, w ktorych dziataja korzystnie na wzrost i rozwoj roslin [Chekurov,
1990; Stutte i Clark, 1990; Sawicka i Mikos-Bielak, 1996; Malonova i Koupil, 1997;
Vavrina, 1997; Sawicka, 1999, 2000, 2003; Rudzinska-Mgkal, 2000; Mikos-Bielak, 2005;
Sawicka i Krochmal-Marczak, 2009a,b; Matysiak i in., 2013].

Mato jest prac dotyczacych wpltywu regulator6w wzrostu na warto$¢ odzywcza
ziemniaka i zdrowotno$¢ bulw. Sawicka [1994a,b] uzyskata korzystne efekty stosujac
regulatory Mival i Poteitin. Obydwa opdznialy wybuch epidemii zarazy ziemniaka, a tym
samym przyczynialy si¢ do uzyskania wyzszego plonu o lepszej jakoSci zdrowotne;.
W licznych badaniach z regulatorami wzrostu wykazano zwickszenie zawartosci suchej
masy i skrobi w bulwach ziemniaka [Sawicka, 1994a, 1999, 2003; Sawicka i Mikos-Bielak,
1996; Czeczko i Mikos-Bielak, 1997, 2004; Mikos-Bielak i in., 1999a,b; Rudzinska-Megkal,
2000; Sawicka i Krochmal-Marczak 2009a,b]. Mikos-Bielak i in. [1999a,b] zaobserwowaty,
ze wraz ze wzrostem zawarto$ci skrobi w bulwach wzrastata zawarto$¢ cukrow redukujacych
i rozpuszczalnych ogotem, w tym sacharozy. Wskazuje to na wzrost wydajnosci
fotosyntetycznej oraz transportu asymilatow z cze$ci nadziemnej do bulw, czemu sprzyjaja
enzymy aktywowane przez potas. Rudzinska-Mekal [2000] dowiodla, ze zwigkszenie
zawartosci skrobi, sacharozy i cukréw redukujacych w bulwach ziemniaka, pod wptywem
regulatorow Mival i Moddus, wynikato z zahamowania biosyntezy oligo- i polisacharydow
z powodu spadku stezenia potasu w bulwach. Regulatory Mival i Potejtin zwigkszaty na og6t
zawarto$¢ witaminy C w bulwach (24 na 37 badanych odmian) [Sawicka, 1996; Mikos-
Bielak i in., 1999a,b], za$ aplikacja regulatora Moddus i Atonik — obnizata zawarto$¢
tej witaminy w bulwach ziemniaka [Rudzinska-Mekal 2000]. Z kolei Atonik i Kwartazyna
nie tyle hamuja biosynteze witaminy C, co jej transport do organéw generatywnych [Mikos-
Bielak i Sawicka, 1996]. Zwiazki fenolowe sa przyczyna ciemnienia migzszu bulw
surowych, jak i gotowanych, chociaz wskutek innych procesow. Regulatory wzrostu, bedace
aktywatorami jednych, a inhibitorami innych procesow wplywajg rowniez na zawarto$¢
zwigzkéw fenolowych bulwach ziemniaka i na przemiany laczace si¢ z tym procesem.
Syntetyczne regulatory wzrostu, takie jak: Asahi, Mival, Moddus 250 ME, Potejtin,
Kwartazyna na og6l zwigkszaja zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych w bulwach ziemniaka,
co wigzato si¢ z wickszymi sklonnosciami do ciemnienia bulw surowych i gotowanych
[Sawicka i in., 2000]. Wynika to stad, iz egzogenne stosowanie syntetycznych regulatorow
wzrostu przyczynia si¢ na ogél do korzystnej modyfikacji wzrostu i rozwoju roslin, a dzigki
temu do zwickszenia plonu i poprawienia jego struktury. Stosowanie regulatoréw wzrostu
do opryskiwania naci przyczynia si¢ roéwniez do kontrolowania rozwoju alternarioz,
septorioz i zarazy ziemniaka; zwigkszenia zawarto$ci suchej masy, skrobi oraz innych
cukrowcoéw w bulwach po zbiorze, a takze po przechowaniu [Sawicka, 1999b,c; Sawicka
i in., 2000; Mikos-Bielak, 2005; Sawicka i Krochmal-Marczak, 2009a,b; Sawicka i Skiba
2009c]. Z nieopublikowanyh badan Sawickiej [2016] wynika, iz regulator wzrostu Asahi SL
przyczynia si¢ do zwigkszenia zawartoSci azotu, a jednocze$nie zmniejszenia stgzenia
wapnia w suchej masie bulw. Ponadto preparat Asahi SL moze by¢ polecany w uprawie
odmian ziemniaka ze wzgledu na jego duze mozliwos$ci ograniczania tempa szerzenia si¢
alternariozy a jego dzialanie moze si¢ okaza¢ szczegélnie cenne, gdy ro$liny sa narazone
na stresowe warunki pogodowe [Sawicka i Krochmal-Marczak, 2009a]. Do niekorzystnych
efektow stosowania regulatorow wzrostu nalezy zaliczy¢ zwigkszenie zawarto$ci zwiazkow

69



BIOPRODUKTY — POZYSKIWANIE, WEASCIWOSCI I ZASTOSOWANIE W PRODUKCJI ZYWNOSCI

fenolowych i spadek zawarto$ci witaminy C [Vavrina, 1997; Mikos-Bielak i in., 1999a;
Rudzifska-Mgkal, 2000; Mikos-Bielak, 2005]. Aplikacja egzogennych regulatoréw wzrostu
Mival i Potejtin, stosowanych do opryskiwania sadzeniakdw, poprawiaja trwalos¢
przechowalniczg, zmniejszaja ubytki masy na transpiracje i1 oddychanie, a takze
spowodowane zakazeniem bulw suchg zgnilizng [Sawicka, 1999d]

Korzystne aspekty oddzialywania nawozow dolistnych i regulatoréw wzrostu
pozwalaja na taczne stosowanie niektorych bioregulatorow. Z badan Sawickiej 1 in. [2009]
wynika, iz aplikowanie w okresie wegetacji bioregulatora Asahi SL, w formie roztworu
wodnego w stezeniu 0,1%; badZ koncentratu nawozowego Insol 7 poczawszy od kwitnienia,
co 10-14 dni, stosujac jednorazowo dawke 1 dm™ ha™ ogranicza udzial bulw porazonych,
jak 1 stopien nasilenia szkod, wywotywanych przez parcha zwyklego. Zastosowane
biostymulatory nie ograniczaty za$ porazenia bulw rizoktonioza. W aspekcie jakosciowym
laczne stosowanie preparatu Asahi SL i nawozu dolistnego Indol 7 wywarto istotny, dodatni
wplyw na zawarto§¢ azotu w suchej masie bulw, za$ ujemny na stezenie wapnia w bulwach
[Sawicka 1999a, 2016].

Podsumowanie

Stosowanie egzogennych regulatorow wzrostu i nawozow dolistnych zawierajacych
makro- i mikropierwiastki w uprawie ziemniaka wywiera istotny wptyw na gospodarke
azotows roslin, aktywacje i kontrole wielu procesow zyciowych. Moga one by¢ czynnikami
pozwalajacymi na zwigkszenie wartosci odzywczej ziemniaka i jego odpornosci na czynniki
patogeniczne. Aplikacja ich w uprawie ziemniaka stanowi, zatem odpowiedZz na rosnace
potrzeby konsumentow.
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WPLYW PARAMETROW FIZYCZNYCH SRODOWISKA NA PRZEBIEG PROCESU
FOTODEGRADACJI ESTROWYCH POCHODNYCH ALFA-TOKOFEROLU

Streszczenie

Alfa-tokoferol jest znanym naturalnym przeciwutleniaczem o najwyzszej aktywno$ci
biologicznej. Jednak niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, mata trwalos¢ oraz staba
bioprzyswajalno$¢ ograniczaja jego praktyczne zastosowanie. Z tego powodu prowadzi si¢
badania nad wytworzeniem pochodnych tokoferolu o zwigkszonej stabilnoéci i aktywnosci
fizjologicznej. Szerokie perspektywy zastosowan pochodnych tokoferolu wymagaja jednak
miedzy innymi szczegélowej oceny ich trwatosci i odpornosci na czynniki zewngtrzne.

W pracy okreSlonowptyw warunkow $rodowiska na efektywno$¢ procesu
fotodegradacji metodami spektroskopii fluorescencyjnej na podstawie pomiaréw
fluorescencji stacjonarnej (absorpcji i emisji) oraz czasow zycia fluorescencji wybranych
estrowych pochodnych tokoferolu w srodowisku homogenicznym. Badane estry wykazuja
w widmie absorpcji dwa charakterystyczne pasma z maksimum przy 279nm oraz 286nm.
W wyniku naswietlania promieniowaniem UVB zaobserwowano spadek nat¢zenia tych pasm
wraz z jednoczesnym wzrostem absorpcji w pasmie 240-260 nm oraz ok. 300 nm.
Naswietlanie probek dlugosciami fal z zakresu UVB spowodowato przesuniecie maksimum
pasma emisji fluorescencji w strone dtugofalowa wraz z wyraznym wzrostem jego natgzenia
oraz obnizenie warto$ci czasow zycia fluorescencji z kilku nanosekund do ok. 1.2 ns.

Na podstawie krzywych kinetyk procesu fotodegradacji okreslono fotostabilnosé
badanych estrow. Wyznaczone wartos$ci statych szybkosci procesu fotodysocjacji wskazuja,
iz najbardziej podatny na promieniowanie z zakresu UVB jest maleinian di-a-tokoferolu
oraz, ze proces ten przebiega szybciej w nizszych temperaturach i w warunkach
beztlenowych (atmosfera argonu).

Stowa kluczowe:absorpcja,czasy zycia fluorescencji, estry alfa-tokoferolu, fluorescencja,
fotodysocjacja.

Wprowadzenie

D-a-tokoferol jest jednym z czterech naturalnych homologdéw tokoferolu znanym jako
naturalny przeciwutleniacz o najwyzszej aktywnosci biologicznej. Pomimo petnienia bardzo
waznych funkcji w zywych tkankach D-o-tokoferol ma ograniczone praktyczne
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zastosowanie ze wzgledu na bardzo niska rozpuszczalno$¢ w wodzie (<0.1 mg/ml) [Nielsen
i in., 2001], stabg bioprzyswajalno$¢ oraz duzg czulo$¢ na $wiatto i tlen atmosferyczny.
Z literatury wiadomo, iz a-tokoferol pod wptywem $wiatta ulega fotoredukcji do chinonu
tokoferolu, tracgc tym samym swoje wilasciwosci antyoksydacyjne [Kagan i in., 1992],
CO ogranicza jego praktyczne zastosowanie jako suplementu diety lub leku. Z tego powodu
prowadzi si¢ badania nad wytworzeniem pochodnych tokoferolu o zwigkszonej stabilno$ci
i aktywnos$ci fizjologicznej, w ktorych chemicznej modyfikacji podlega zazwyczaj grupa
hydroksylowa w pierscieniu fenolowym tokoferolu [Kagan i in., 1992; Palozza i in., 2008;
Wang i in., 2010]. Obecnie powszechnie stosowane sa formy zestryfikowane tokoferolu:
octan, fosforan czy ester kwasu bursztynowego, ktore powstaja w wyniku modyfikacji
pier§cienia chromanolu w pozycji 6-O. Grupa hydroksylowa nalezy do najbardziej
znaczacych w calej czasteczce tokoferolu, jest ona najbardziej reaktywna i odpowiada
za antyoksydacyjne wilasciwosci tej czasteczki. Jej zablokowanie powoduje, ze nie moze
powsta¢ zadna z przejsciowych form prowadzacych do kolejnych etapéw utleniania.
Oznacza to rowniez, ze te pochodne w swojej natywnej postaci nie posiadaja wlasciwosci
przeciwutleniajacych.

Estrowe pochodne tokoferolu charakteryzuja si¢ innymi wlasciwosciami
fizjologicznymi niz sam tokoferol, np. wywotuja apoptoze¢ komoérek nowotworowych
[Malafa i Neitzel, 2000; Quin i in., 2005], a ich aktywno$¢ biologiczna zalezy od natury
dotgczonej do pierscienia fenolowego tokoferolu grupy estrowej [Birringer i in., 2003;
Kogure i in., 2004]. Synteza pochodnych o-tokoferolu o zwigkszonej amfifilowosci,
trwato$ci, lepszej przepuszczalnosci przez blony biologiczne a jednoczesnie zachowanych
— po estryfikacji — zdolnosciach przeciwutleniajacych, zwigksza mozliwosci wykorzystania
biologicznych wiasciwosci witaminy E w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym
czy tez spozywczym. Tak szerokie perspektywy zastosowan nowych pochodnych tokoferolu
wymagaja jednak szczegétowej analizy wplywu tych czastek na skladniki bton
komoérkowych oraz oceng ich trwato$§¢ i odpornos¢ na czynniki zewngtrzne, takie jak
np. promieniowanie elektromagnetyczne, czy tez tlen atmosferyczny. Podwyzszona
stabilno$¢ pochodnych tokoferolu jest bowiem jednym z podstawowych warunkow ich
dalszego praktycznego zastosowania.

Gléwnym celem pracy byla analiza wptywu parametrow fizycznych s$rodowiska
na przebieg 1 szybko$¢ procesu fotodegradacji wybranych estrowych pochodnych
a-tokoferolu.Jednym z aspektéw badan byta rowniez proba znalezienia korelacji pomigdzy
strukturg chemiczng estrow a ich podatnoscia na fotodysocjacje oraz przeprowadzenie
poréownania wplywu warunkéow S$rodowiska na fotostabilno$¢ zsyntezowanych estrow
i a-tokoferolu.

Material i metody

W badaniach zastosowano standard D-a-tokoferolu (Toc), firmy Albiochem
(USA)oraz rozpuszczalniki organiczne (metanol, etanol, acetonitryl, n-oktanol, heksan)
o czystosci spektralnej firmy Sigma Aldrich (Niemcy). Badanymi estrami byty: bursztynian
a-tokoferolu (TS), monomalonian a-tokoferolu (TMO) i maleinian di-a-tokoferolu (DTMO)
(rys.1), ktore zostaly zsyntezowane na Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu
w Biatymstoku [Witkowski i in., 2000]. Badania polegaly na pomiarach wlasciwosci
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spektroskopowych (absorpcji, emisji oraz czaséw zycia fluorescencji) estrow a-tokoferolu
w ukladach homogenicznych, ktore poddane zostaly dzialaniu promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu UVB (A =280nm). Analogiczne badania przeprowadzono
takze dla samegoa-tokoferolu. Oceng fotostabilnosci badanych estrow wykonano w réznych
temperaturach i atmosferze ochronnej argonu.
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O o
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CHy H33C16 o eH CieHas
3 3

D-a-tokoferol (Toc
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Rysunek 1.D-a-tokoferol i jego estrowe pochodne

Aktywnos¢ antyrodnikowa probek przed i po naswietlaniu sprawdzono wykorzystujac
metanolowy roztwor wolnych rodnikow DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl) (Sigma
Aldrich, Niemcy) o stgzeniu 300 uM. Po zmieszaniu 1 mL roztworu DPPH z 4 mL roztworu
badanego estru lub Toc po i przed naswietlaniem dokonano pomiaru absorbancji w pasmie
517 nm zaraz po przygotowaniu mieszanin (Ag) oraz po 30 minutach przechowywania prob
w ciemnoéci w temperaturze pokojowej (Aszp).

Zrédtem promieniowania elektromagnetycznego do prowadzenia na$wietlan
w zakresie UV byta 300W lampa ksenonowa sterowana zasilaczem. Pomiaréw widm emisji
fluorescencji dokonano za pomoca spektrofluorymetru RF5001 PC firmy Shimadzu
z uktadem termostatujacym, przy dhugosci fali wzbudzenia 280 nm. Dopomiaréw widm
absorpcji uzyto spektrofotometru Top Sensor System firmy OceanOptics (Holandia). Czasy
zycia fluorescencji wyznaczon0 metoda algorytmu genetycznego z krzywych zaniku
fluorescencji zarejestrowanych z wykorzystaniem czasowo-rozdzielczej metody zliczania
pojedynczych fotonéw (TCSPC - Time-Correlated Single Photon Counting). Uktad
do  pomiaru  krzywych  zaniku  fluorescencji  sktadal si¢ z  detektora
PMA — 182-N-M (PicoQuant) polaczonego z systemem zapisu danych z kartg pomiarowsg
TimeHarp 200 (PicoQuant) oraz zrodta impulsu wzbudzajacego — impulsowej diody
laserowej PLS 8-2-405 z zasilaczem PDL 800-D (PicoQuant) emitujacej promieniowanie
z maksimum przy 290 nm o szeroko$ci impulsu wzbudzajacego 0,7 ns.
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Whyniki i dyskusja

Na rys. 2a i 2b przedstawiono odpowiednio widma absorpcji i emisji
TS rozpuszczonego w metanolu dla réznych czaséw naswietlania probki promieniowaniem
o dtugosci fali A =280nm w temperaturze pokojowej. Wraz ze wzrostem czasu naswietlania
zaobserwowano spadek natgzenia pasm charakterystycznych dla estru (z maksimum przy
279nm oraz 286nm) co wskazuje na jego fotodegradacje. O podobnych zmianach w widmie
absorpcji octanu tokoferolu poddanego promieniowaniu z zakresu UVC donosi
[Tiburcio-Moreno i in.,, 2012]. W widmach absorpcji w zakresie 240-260 nm oraz
ok. 300 nm z rys. 2a zauwazy¢ mozna Wwzrost absorbancji progresywnie z czasem
naswietlania. Naswietlanie probek dlugosciami fal z zakresu UVB powodowato przesunigcie
maksimum pasma emisji fluorescencji w stron¢ dtugofalowa do 325 nm wraz z wyraznym
wzrostem jego natgzenia oraz obnizenie warto$ci czasOw zycia fluorescencji z kilku
nanosekund do 1.2 ns. Po czasie naswietlania rownym 180 min natezenie fluorescencji
zaczelo nieznacznie male¢. Powyzsze zaleznosci zaobserwowano rowniez w przypadku
naswietlania pozostatych estréw, co sugeruje ten sam mechanizm badanego zjawiska.
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Rysunek 2. a) Widma absorpcji i b) widma emisji TS w metanolu dla roznych czaséw
naswietlania probki promieniowaniem o dtugosci fali A =280 nm

Podobne pomiary zalezno$ci zmian natezenia maksimum absorbancji i fluorescencji
od czasu naswietlania przeprowadzono dla samego Toc rozpuszczonego w metanolu. Wyniki
przedstawiono na rys. 3a i 3b. W srodowiskach homogenicznych maksimum pasma absorpcji
charakterystycznego dla Toc przypada na okoto 295 nm a w widmie emisji fluorescencji
obserwujemy pasmo z maksimum przy okolo 325 nm, co zgadza si¢ z danymi
literaturowymi [Neunert i in., 2010]. Czas zycia fluorescencji Toc wynosit 1.3 ns. W wyniku
dziatania promieniowania z zakresu UVB natgzenia pasm absorpcji i emisji
charakterystycznych dla Toc malejg, a w widmie absorpcji — podobnie jak dla badanych
estrow — w zakresie 240-270 nm pojawia sie¢ nowe pasmo. Z literatury wiadomo, ze pod
wpltywem promieniowania z zakresu UVB a-tokoferol ulega fotodysocjacji — przechodzac
przez szereg form przejSciowych — do chinonu tokoferolu [Kramer i Liebler, 1997; Pirisi
i in., 1998], ktory posiada pasmo absorpcji z maksimum przy ok. 265nm [Gruszka
i in., 2008]. Dodatkowe pasmo zarejestrowane w widmie absorpcji Toc poddanego dziataniu
promieniowania z zakresu UVB wskazuje na taki wlasnie przebieg procesu jego
fotodegradacji.
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Rysunek 3. a) Widma absorpcji i b) widma emisji Toc w metanolu dla r6znych czasow
na$wietlania probki promieniowaniem o dlugosci fali A =280 nm

Zmiany w widmie absorpcji badanych estréw, przesunigcie maksimum pasma
fluorescencji do 325 nm oraz obnizenie warto$ci czasOw zycia wyznaczonych z krzywych
zaniku fluorescencji sugeruja obecno$¢ w probkach po naswietlaniu a-tokoferolu i chinonu
tokoferolu. W celu potwierdzenia obecnosci a-tokoferolu zbadano przeciwutleniajace
wiasciwosci probek po i przed naswietlaniem, wykorzystujac do tego celu metanolowy
roztwér DPPH. DPPH jest wolnym rodnikiem o stosunkowo duzej trwatosci. Jego
alkoholowe roztwory majg barwe purpurowa z maksimum absorpcji przy dlugosci fali ok.
517 nm. Po zmieszaniu z roztworem zawierajacym przeciwutleniacze, w wyniku reakcji
redukcji DPPH, nastgpuje odbarwienie roztworu, co moze by¢ monitorowane POprzez
pomiar absorbancji przy dlugosci fali A = 517 nm [Brand-Williams i in., 1995].
Obserwowana warto$¢ absorbancji jest tym mniejsza im wyzsza jest aktywnosé
antyrodnikowa roztworu. Wyniki pomiaréw uzyskane dla TS zamieszczono w tabeli 1 oraz
dla poréwnania zamieszczono warto$ci absorbancji zmierzone dla samego Toc.

Tabela 1. Wtasciwosci przeciwutleniajace roztworu TS przed i po naswietlaniu (TSyg) Oraz
Toc oznaczone z wykorzystaniem DPPH. Btad pomiaru obliczono jako odchylenie
standardowe z trzech powtorzen

Proba Ao A30 %+ 1
Toc 0.700 £ 0.009  0.577 £ 0.007 18
TS - nienaswitlany ~ 0.756 £ 0.006  0.758 £ 0.003 0

TSuyve —t=120 min  0.694 £ 0.004  0.552 +0.005 20
TSyve —t=180min  0.789£0.009  0.663 +0.010 16

Z danych zawartych w tabeli jednoznacznie wynika, iz TS nie wykazuje aktywnosci
antyrodnikowej. Dopiero po poddaniu probki dzialaniu promieniowania z zakresu UVB
zaczyna ona wykazywaé wlasciwosci przeciwutleniajgce, poroOwnywalne z probka
zawierajacg Toc. Zakladajac, ze zdolnos¢ do zmiatania wolnych rodnikow DPPH jest
proporcjonalna do st¢zenia Toc w probce, mozna zatozy¢, ze najwyzsza koncentracja Toc
wystgpuje po 120 min naswietlania. Dalsze naswietlanie powoduje degradacje Toc,
na co wskazuje takze spadek nat¢zenia fluorescencji z maksimum przy 325 nm (rys. 2b),
a tym samym obnizenie wlasnosci przeciwutleniajacych probki.
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Na podstawie przedstawionych wynikow mozna zatem stwierdzi¢, ze pod wptywem
promieniowania 0 dtugosci fali A =280nm badane estry ulegaja fotodegradacji
do a-tokoferolu, ktory nastepnie sam ulega fotodysocjacji tworzac finalnie trwaty chinon
tokoferolu.

Fotostabilno$¢ badanych estrowokreslono na podstawie statych szybkoscikprocesu
fotodysocjacji, wyznaczonych z krzywych kinetyk, przedstawionych na rys. 4. Krzywe
kinetyki wykreslono na podstawie zarejestrowanych widm absorpcji jako zaleznosé
natgzenia pasma absorpcji z maksimum przy 286 nm od czasu naswietlania probki.
Najwicksza warto$¢ statej k uzyskana dla DTMO, oznacza, Zze ulega on procesowi
fotodysocjacji najszybciej z posrod badanych estréw. Czasteczka DTMO zbudowana jest
z dwoch, potaczonych mostkiem malonowym, czgsci tokoferolowych. Taka struktura daje
mozliwo$¢ uzyskania po estryfikacji dwoch czasteczek a-tokoferolu. Pod wzgledem
odpornosci na promieniowanie UVB jest jednak polaczeniem najmniej korzystnym.
Zastgpienie w budowie DTMO jednej z cze$ci tokoferolowej samag reszta kwasu
malonowego, skutkuje zmniejszeniem szybko$ci procesu fotodegradacji otrzymanej w ten
sposéb monomalonowej pochodnej a-tokoferolu (TMO). Najmniejsza podatno$é
na fotodysocjacj¢ wykazuje natomiast TS, posiadajacy dwie grupy metylenowe w czgsci
estrowej. Z literatury znana jest korelacja pomigdzy struktura dotaczonej grupy estrowej
pochodnych a-tokoferolu a witasciwosciami fizykochemicznymi nowopowstatej czasteczki
[Birringer i in., 2003; Kogure i in., 2004; Palozza i in., 2008]. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze takze szybko$¢ procesu fotodysocjacji, ktorej ulegaja estry o-tokoferolu zalezna jest
od wielko$ci i rodzaju grupy estrowej dotaczonej do pierscienia fenolowego a-tokoferolu.
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Rysunek 4. Unormowane zalezno$ci natezenia pasma absorpcji badanych estrow z
maksimum przy 286nm od czasu naswietlania probki promieniowaniem o dtugosci fali
A =280nm. Na rysunku podano wartos$ci statych szybkosci procesu fotodysocjacji

W celu ocenywptywu warunkéw S$rodowiska na proces fotodysocjacji badanych
estrowychpochodnych a-tokoferolu, proces naswietlania promieniowaniem z zakresu UVB
wykonano w roznych rozpuszczalnikach organicznych oraz w warunkach beztlenowych.
Warunki beztlenowe uzyskano nasycajac bezposrednie otoczenie probki gazem obojetnym
— argonem. Fotodysocjacje przeprowadzono takze w kilku temperaturach w zakresie od 12°C
do 40°C. Badania zrealizowano dla jednej z badanych pochodnych — bursztynianu, ktory
odznaczal si¢ najwieksza fotostabilnoscig w metanolu w temperaturze pokojowej oraz dla
poréwnania dla samego Toc.
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W tabeli 2 zawarto wartosci stalych szybkoscikprocesu fotodysocjacji wyznaczone
na podstawie widm absorpcji dla TS zarejestrowanych w réznych rozpuszczalnikach
organicznych. Jak wskazuja otrzymane wartos$ci, proces fotodegradacji TS przebiega
szybciej w rozpuszczalnikach aprotycznych w poréwnaniu z protycznymi. Z danych
literaturowych wiadomo, ze w zaleznosci od rodzaju rozpuszczalnika proces oksydacji Toc
moze przebiega¢ w roézny sposob, dajac odmienne formy kofcowe produktow jego
degradacji [Suarnac i Southwell-Keely, 1968; Sumarno i in., 1987]. Zanotowane roznice
stalych k moga zatem wynika¢ z faktu, ze w rozpuszczalnikach protycznych koncowym
produktem fotoreakcji moze by¢ inna forma chinonu tokoferolu.

Tabela 2. Wartosci statych szybkoscikprocesu fotodysocjacji dla TS w réznych
rozpuszczalnikach

Rozpuszczalnik k [M/s]*10°®

Metanol (protyczny, polarny) 2.26+0.12
Etanol (protyczny, polarny) 1.73£0.10
Heksan (aprotyczny, nie-polarny) 3.93+0.15
n-Oktanol (protyczny, nie-polarny) 2.10£0.13
Acetonitryl (aprotyczny, polarny) 4.66+0.22

Bfad pomiaru obliczono jako odchylenie standardowe z trzech powtorzen

Wyznaczone stale szybkoscikprocesu fotodysocjacji Toc w powietrzu i w atmosferze
argonu wynosza odpowiednio: 3.83*107*s™ oraz 2.62*1010™s™
tlenu przyspiesza proces fotodegradacji Toc. Z literatury wiadomo rowniez, ze na szybko$¢
procesu rozpadu Toc istotny wplyw ma temperatura [Lange i Gierlach-Htadon, 2015].
Przeprowadzajac proces naswietlania Toc w zakresie 12 — 40°C nie zanotowano jednak
zmian wartosci statych szybkosci fotodysocjacji. Swiadczy to o tym, ze w badanym zakresie

, €O oznacza, ze obecnos¢

czynnik temperaturowy nie ma znaczacego wptywu na przyspieszanie procesu fotodysocjacji
Toc.

W przeciwienstwie do Toc, proces fotodegradacji TS bez dostgpu tlenu przebiega
szybciej niz w powietrzu, ze stala szybkosci k rowna 3.70%10° Ms™. Rowniez szybciej
TS ulega fotodrgradacji w temperaturach nizszych niz w temperaturach wyzszych. Krzywe
kinetyki  procesu  fotodysocjacji TS dla  kilku temperatur  przedstawiono
na rys. 5a. Na rys. 5b i 5¢ umieszczono natomiast odpowiednio zalezno$¢ nat¢zenia pasma
absorpcji przy 300 nm i przy 250 nm od czasu nas$wietlania zarejestrowane dla tych samych
temperatur.

Szybszy proces rozpadu TS w nizszych temperaturach skorelowany jest
z wolniejszym wzrostem nat¢zenia pasma przy 300 nm, ktére obrazuje powstawanie Toc.
Jednoczes$nie wydajnos¢ tworzenia produktu finalny, ktéorego maksimum pasma absorpcji
przypada w ok. 250 nm jest niemal jednakowa we wszystkich badanych temperaturach.

Takie zachowanie sugeruje, ze mechanizm fotodegradacji TS przebiega inaczej
w temperaturach nizszych, prawdopodobnie ze wzglgdu na tworzenie dodatkowych
potproduktow rozpadu samego estru. Na rys. 5d zamieszczono widma absorpcji
TS poddanego promieniowaniu z zakresu UVB w temperaturze 12°C zarejestrowane
w szerszym zakresie pomiarowym. Wyrazne widoczne jest dodatkowe pasmo w okolicach
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350 — 400 nm, ktére nie wystgpowalo w widmach estrow poddanych naswietlaniu
w wyzszych temperaturach. Doktadna struktura powstajacych poiproduktow nie jest jeszeze
znana i wymaga dalszych badan.
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Rysunek 5. a) Unormowane zalezno$ci natgzenia pasma absorpcji TS z maksimum przy 286
nm od czasu naswietlania probki dla roznych temperatur. b) Zaleznos¢ natgzenia pasma
absorpcji przy 300 nm i ¢) przy 250 nm od czasu naswietlania dla tych temperatur. d) Widma
absorpcji TS poddanego promieniowaniu z zakresu UVB w temperaturze 12°C

Whioski

Przeprowadzono badania kinetyki procesu fotodysocjacji estrowych pochodnych
a-tokoferolu w rozpuszczalnikach organicznych. Na podstawie uzyskanych wynikoéw
stwierdzono, Zze pojawienie si¢ pasma absorpcji przy ok. 300 nm, zarejestrowane zmiany
w widmie emisji oraz skrocenie czasu zycia fluorescencji TS poddanego dziataniu
promieniowania z zakresu UVB wskazuja na powstawanie w wyniku jego rozpadu
a-tokoferolu. Pod wzgledem podatnosci na fotodysocjacje najbardziej trwatym okazat sig¢
TS, a najszybciej degradowat DTMO.

Na proces fotodysocjacji pochodnych estrowych ma wplyw zar6wno protycznosé
osrodka, atmosfera ochronna, jak i temperatura. Wyznaczone wartosci statych szybkosci
procesu fotodysocjacji estrow wskazuja, iz — w przeciwienstwie do samego Toc — proces ten
przebiega szybciej w nizszych temperaturach i w warunkach beztlenowych. Pojawienie si¢
dodatkowego pasma w widmie absorpcji w nizszych temperaturach dla TS sugeruje,
ze proces rozpadu estru przebiega w tych warunkach przez inne posrednie potprodukty jego
rozpadu.
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WPLYW SUPLEMENTOW DIETY ZAWIERAJACYCH KOLOIDALNE
NANOCZASTKI SREBRA NA WEASCIWOSCI WITAMINY E.
BADANIA MODELOWE

Streszczenie

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan majacych na celu okreslenie wptywu
obecnosci  koloidalnych nanoczastek srebra na wiasciwosci tokoferolu, bedacego
podstawowym sktadnikiem witaminy E. Z uwagi na rosnaca popularno$¢ rozmaitych
suplementdw diety, w tym zawierajacych koloidalne nanoczastki srebra, jako element
mogacy modyfikowa¢ wiasciwosci witaminy E, spozywanej jednocze$nie z takimi
preparatami, wybrano koloidalng zawiesing nanoczastek srebra o powierzchniach
hydrofobowych. Zaréwno tokoferol, jak i wybrane nanoczastki srebra majg zdolnosé
do wbudowywania si¢ w blony lipidowe. Majac na uwadze powyzsze, podj¢to badania
majace na celu okreslenie prawdopodobienstwa interakcji migdzy nimi oraz ewentualnych
konsekwencji wzajemnych oddziatywan w aspekcie zmian podstawowych wiasciwosci
witaminy E.

Wihasciwosci tokoferolu oraz uktadow tokoferol-srebro badano w rozpuszczalnikach
0 réznych warto$ciach przenikalnosci elektrycznej i momentu dipolowego, tj. w heksanie
i etanolu. Kinetykifotodegradacji tokoferolu w tych uktadach, po ich naswietleniu
promieniowaniem UVB (290 nm) oceniano w oparciu o metody spektroskopowe
(spektorfotometri¢, spektrofluorymetri¢ oraz rejestracje czasow zaniku fluorescencji
tokoferolu). Stwierdzono, ze obecnos¢ koloidalnych nanoczastek srebra, nie ma istotnego
wplywu na wiasciwosci tokoferolu w uktadach polarnych (w etanolu), natomiast
w $rodowisku o niskiej przenikalnosci elektrycznej (heksanie), powoduje przyspieszenie
fotodegradacji tokoferolu oraz powstawanie asocjatow wokot powierzchni metalicznych.

Stowa kluczowe:witaminy, tokoferol, suplementy diety, nanoczastki

Wprowadzenie

Witaminy i preparaty zawierajagce witaminy oraz inne mikroelementy, w tym
suplementy diety sa szeroko rozpowszechnione w codziennej diecie. Witaminy petnig
w organizmie szereg istotnych funkcji, wsréd ktérych mozna wyrézni¢ funkcje
wspomagajgce przeciwdzialaniu i leczeniu wielu choréb, w tym nowotworowych [Azzi
i Stocker, 2000; Thiele i Ekanayake-Mudiyanselag, 2007]. Dziatanie ostonowe
i terapeutyczne polega na wigzaniu ("zmiataniu") wolnych rodnikow obecnych
w organizmie, a tym samym na ich neutralizacji. Efektem tego mechanizmu jest utlenienie
sktadnikow substancji przeciwutleniajacych, a tym samym utrata wlasciwosci
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antyoksydacyjnych [Zingg, 2007]. W celu ponownej aktywacji, konieczna jest neutralizacja
utlenionego barwnika przez kolejny przeciwutleniacz (np. inne witaminy, glownie
z grupy Ai C) [Traber i Stevens, 2011]. Wtasciwosci fizyczne i aktywno$é, w tym zdolnos$¢
do wigzania rodnikdw przez przeciwutleniacze zawarte w witaminach silnie zaleza
od warunkdw otoczenia, w szczeg6OlnosSci obecnosci tlenu, a takze ulegaja zmianom
w wyniku naswietlania [Cherng i in., 2005]. Efektywne dziatanie witamin zalezy rowniez
od ich dystrybucji w organizmie i moze by¢ ograniczone ze wzgledu na staba
rozpuszczalno$é tych sktadnikow w wodzie, roztworach wodnych i ptynach ustrojowych,
co wptywa na niewielki stopien ich przyswajania [Nielsen i in., 2001]. W celu zwigkszenia
stopnia przyswajania witamin i mikroelementow stosuje si¢ rozmaite techniki majace na celu
zardbwno wzrost stopnia rozpuszczalnosci w wodzie, jak i zwickszenie ich bioaktywnosci
[Lahmann i in., 1997; Satoh i in., 2001]. Nie bez znaczenia wydaje si¢ by¢ takze wplyw
innych czynnikdw w tym parametréw mikrootoczenia barwnikoéw na ich poszczegolne role
petnione w organizmie, juz po wniknig¢ciu w struktury biologiczne.

W przeciwienstwie do sktadnikéw witamin oraz niektérych mikroelementéw czastki
metaliczne o nanometrowych rozmiarach sg dobrze przyswajalne przez organizm, przy czym
czas ich retencji w organizmie jest stosunkowo krotki [Brown i in., 2010; Lee i in., 2014; Ye
i in., 2014]. Znane sg takze wlasciwos$ci antybakteryjne nanoczastek metalicznych, a coraz
czesciej twierdzi sig¢, ze nanoczastki takie, zwlaszcza zloto i srebro (a takze nanodiamenty)
moga stanowi¢ nowy material do medycznych zastosowan diagnostyki i terapii nowotworow
w tym terapii celowanej [Khlebtsov i Dykman, 2010; Ganeshkumari in., 2014; Lee i in.,
2014; Ye i in., 201;]. W zwiazku z powyzszym materialy takie jak nanoczastki srebra
i ztota staly si¢ obiektem szeroko rozpowszechnionych badan, gtéwnie w celu poznania
ich wiasciwosci terapeutycznych lub wzmacniajacych funkcje ochronne pozostatych
sktadnikoéw diety. Rosnaca popularnoscia ciesza si¢ tez paramedyczne preparaty, uznawane
za suplementy diety, zawierajace nanoczastki srebra i zlota, a takze réznego rodzaju
preparaty zawierajagce ww. metale i ich mieszaniny. Ponadto, stale poszerzana jest oferta
produktéw, migdzy innymi opakowan do zywnosci [Sadeghnehadi in., 2014], zawierajacych
nanoczastki ztota lub srebra, z uwagi na antybakteryjne i przeciwgrzybiczne wiasciwosci
tych nanoczastek. Majac na uwadze dostgpno$é szerokiego asortymentu preparatow
medycznych i paramedycznych zawierajacych miedzy innymi nanoczastki srebra jako
substancje czynne, w tym koloidalne zawiesiny tych nanoczastek, a takze zdolno$¢ wnikania
ich do struktur biologicznych oraz zalezno$¢ efektywnos$ci wnikania od rozmiarow,
ksztatltow 1 sposobu przygotowania ich powierzchni [Lee i in., 2014; Ye i in., 2014], wiele
prac ukierunkowanych jest obecnie na okreSlenie wplywu obecnosci nanoczastek
metalicznych na wzrost odpornosci zywnosci i opakowan do zywnosci na dzialanie bakterii
i grzybow [Sadeghnehadi in., 2014; Cheviron, 2016], a takze na wtasciwosci samych bton
biologicznych [Park, 2005; Park, 2006; Bothun, 2008].

Dotychczas wykazano, ze mozliwe jest wystepowanie silnych wzajemnych
oddziatywan powierzchni metalicznych z roéznego rodzaju molekutami, prowadzace
m.in. do zmian wilasciwosci fotofizycznych [Siejak i Frackowiak, 2005; Frackowiak
1 in., 2006; Siejak i1 Frackowiak, 2007a; Siejak i Frackowiak, 2007b] oraz konformacyjnych
réznorodnych molekul, w tym o znaczeniu biologicznym [Frackowiak i Siejak, 2006].
Ponadto, obecno$¢ nanoczastek metalicznych moze wigzaé si¢ ze zmianami podstawowych
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parametrow fizyko-chemicznych mikrootoczenia. W przeciwienstwie do skladnikow
witamin i niektérych mikroelementdow, nanoczastki metaliczne moga by¢ zawieszone
w niemal dowolnym rozpuszczalniku, réwniez w roztworach i buforach wodnych,
co wplywa na wysoki stopien ich przyswajania w organizmach zywych.

Majac na uwadze podobne funkcje petnione w organizmie przez oba ww. elementy
oraz ich powinowactwo do blon lipidowych, a takze wysoki stopien przyswajania
nanoczgstek metalicznych w organizmie, zasadnym jest podjecie proby okreslenia
i wyjasnienia zjawisk wynikajacych z ich wzajemnych oddzialywan wystgpujacych migdzy
witaminami i nanoczgstkami. W obecnej pracy przedstawiono wyniki badan majacych
na celu okreslenie mozliwosci wystapienia wzajemnych oddziatywan pomiedzy tokoferolem,
bedacym gltownym sktadnikiem witaminy E a powierzchniami nanoczastek srebra
o $rednicach okoto 3-7 nm i powierzchniach przygotowanych hydrofobowo. Majac
na uwadze fakt, iz oba elementy (tokoferol i hydrofobowo funkcjonalizowane nanoczastki
metaliczne) majg tendencje do lokowania si¢ wewnatrz dwuwarstwy lipidowej w btonach
biologicznych, istnieje mozliwos¢ bliskiego kontaktu w takich uktadach pomiedzy
tokoferolem a tymi nanoczastkami, Po zaabsorbowaniu energii promieniowania
elektromagnetycznego dochodzi¢ moze do fotodegradacji tokoferolu [Gruszka i in., 2008]
a takze wystgpienia tzw. rezonansu plazmondéw powierzchniowych, bedacych w istocie
kolektywnymi drganiami elektronéw swobodnych na powierzchni nanoczastek metalicznych
[Frackowiak i Siejak, 2006]. Oscylacje pola elektrycznego w mikrootoczeniu tokoferolu
moga prowadzi¢ do zmian wlasciwosci fotofizycznych tokoferolu, a takze do modyfikacji
kinetyki jego fotodegradacji. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan modelowych
ww. zagadnienia, w izotropowych roztworach i zawiesinach tokoferolu i tokoferolu
z nanoczastakami srebra w rozpuszczalnikach hydrofobowych o zréznicowanych
warto$ciach przenikalno$ci elektrycznej, a tym samym réznych reakcjach mikrooteczenia
na rezonans plazmondéw na powierzchni metalicznej.

Material i metody

W celu okreslenia wptywu obecnosci nanoczagstek metalicznych, na podstawowe
wiasciwosci witaminy E, do badan wybrano DL-a-tokoferol (Merck), jako glowny sktadnik
witaminy E oraz koloidalny roztwér nanoczastek srebra funkcjonalizowanychdekanetiolem
0 rozmiarach 3-7 nm w heksanie (Fluka). Koncentracja nanoczastek zawieszonych
w dostarczonym koloidzie wynosita 0,1% w/V, tj. Img/ml. Tokoferol rozpuszczono
w czystych rozpuszczalnikach — alkoholu etylowym 99,8 % (POCh) oraz heksanie
(Sigma-Aldrich), otrzymujac roztwory o stezeniu 25uM (0,011 mg/ml). W celu
wprowadzenia nanoczastek do roztwordéw tokoferolu, wstrzyknieto odmierzong objetosc
wyjsciowego koloidu do tych roztwordéw, w taki sposob, aby uzyskaé konicowg masg srebra
w uktadzie 0,001 mg/ml (stosunek wagowy tokoferolu do srebra wynosit 10:1).Zgodnie
z informacjami handlowymi, juz niewielka ilo§¢ nanoczastek srebra lub ztota wywotuje
bowiem istotne (pozytywne) skutki biologiczne i medyczne. W celu okreslenia
podstawowych wtasciwosci spektralnych badanych uktadow, zarejestrowano widma
ich absorpcji (przy uzyciu spektrofotometru Shimadzu UV-VIS 1201), fluorescencji
(przy uzyciu spektrofluorymetruShimadzu RF 5001 PC) oraz okreslono czasy zaniku emisji
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fluorescencji tokoferolu (przy uzyciu uktadu sktadajacego si¢ z pulsacyjnej diody laserowej
i ukladu detekcji fluorescencji PicoQuantTime Harpl100). Badania te wykonywano
systematycznie, po poddaniu ww. ukladow promieniowaniu UVB (290 nm). Zrédtem
promieniowania padajacego na te uklady i wywolujacego fotodegradacjebyta lampa
ksenowowa o mocy 150 W, a czas naswietlania zmieniat si¢ w zakresie od 0 do 150minut
(dla uktadow w heksanie) oraz od 0 do 420 minut (dla ukltadow w alkoholu etylowym).
Dlugos$¢ czasu naswietlania i interwaly czasowe, w ktorych dokonywano rejestracji widm
absorpcji, fluorescencji a takze dodatkowych pomiaré6w majacych na celu okreslenie czasow
zaniku emisji promienistej dobrano w taki sposob, aby zaobserwowaé zmiany kinetyki
fotodegradacji witaminy wynikajace z obecno$ci nanoczastek metalicznych.

Wyniki i dyskusja

Fotodegradacja tokoferolu wigze si¢ ze zmianami zarowno w widmie absorpcji jak
i fluorescencji tego barwnika. Unormowane widma absorpcji i emisji tokoferolu w alkoholu
metylowym, etylowym oraz heksanie, bezposrednio po rozpuszczeniu tokoferolu
w ww. rozpuszczalnikach zostaly zaprezentowane na rysunku 1.

Metanol

1.0 290297 323 330 - - Etanol
’ \- e +++ - Heksan

0,81
0,6
0,4

0,2+

Absorbancja/fluorescencja [j. u.]

0,0 r . —
250 300 350 400 450

A [nm]

Rysunek 1. Unormowane widma absorpcji i fluorescencji tokoferolu rozpuszczonego w
wybranych rozpuszczalnikach organicznych o ré6znych parametrach elektrycznych

Widma, zaréwno absorpcji jak i fluorescencji tokoferolu rozpuszczonego w heksanie
(rozpuszczalniku niepolarnym) w istotny sposob roznig si¢ od widm tego komponentu
rozpuszczonego w alkoholu metylowym i etylowym. W widmie absorpcji wyr6zni¢ mozna
dwa pasma z maksimami przy dtugos$ciach fal 290 nm i 297 nm, natomiast pasmo emisji
fluorescencji przesunigte jest w kierunku fal krotszych, niz ma to miejsce dla
rozpuszczalnikow polarnych. Oznacza to, ze charakter wewnatrz molekularnych
przej$celektronowych pomiedzy stanem podstawowym a stanami wzbudzonymi tokoferolu,
w wyniku pochtonig¢cia promieniowania UV silnie zalezy od polarno$ci o$rodka.

Majac na uwadze odmienne wlasciwosci spektralne tokoferolu w zaleznos$ci
od polarnosci rozpuszczalnika, mozna spodziewaé si¢ rowniez innych rezultatow
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oddziatywan tokoferolu z plazmonami powierzchniowymi indukowanymi na powierzchni
nanoczastek metalicznych, po poddaniu tych uktadéw dziataniu pola elektromagnetycznego.
Na rysunku 2 przedstawiono widma absorpcji tokoferolu rozpuszczonego w alkoholu
etylowym (a) oraz heksanie (b) i zmiany tych widm w wyniku naswietlania $wiattem
o dhugosci fali 290 nm, tj. promieniowaniem UV docierajacym do powierzchni ziemi.
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Rysunek 2. Widma absorpcji tokoferolu w alkoholu etylowym (a, b) oraz heksanie (c i d)
bez (a, ¢) i w obecnosci nanoczastek metalicznych (b, d) i ich zmiany w wyniku naswietlania
promieniowaniem UVB (290 nm)

Jak wynika z widm przedstawionych na rysunku 2, naswietlanie kazdego z uktadow,
niezaleznie od obecno$ci nanoczastek metalicznych, prowadzi do degradacjitokoferolu,
objawiajacej si¢ jako spadek wartosci absorbancji maksimum pasma charakterystycznego dla
tokoferolu. Jednoczes$nie obserwuje si¢ wzrost absorbancji przy dhlugosci fali
250 nm, charakterystycznej dla chinonu tokoferolu. Ponadto, obecno$¢ dwoch punktow
izozbestycznych sugeruje, iz w kazdym z analizowanych przypadkow, przej$cie pomigdzy
tokoferolem a jego chinonem nastgpuje bez udzialu form posrednich. Kinetyki
fotodegradacji tokoferolu w kazdym z dyskutowanych uktadow zostaty przedyskutowane
w dalszej cze$ci niniejszej pracy. Analiza widm absorpcji przedstawionych
na rysunku 2 prowadzi do wniosku, iz wprowadzenie nanoczastek srebra do roztworu
tokoferolu w rozpuszczalniku niepolarnym, prowadzi do zmian wewnatrz molekularnej
struktury elektronowej tokoferolu. Wspomniane powyzej zmiany widma absorpcji
wynikajace z obecno$ci nanoczastek metalicznych zostaly szczegétowo przedstawione
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na rysunku 3. Jak juz zostalo zaznaczone, widmo absorpcji tokoferolu w niepolarnym
rozpuszczalniku organicznym charakteryzuje si¢ dwoma nakladajagcymi si¢ pasmami
z maksimami przy dlugosciach fal 290 nm 1 297 nm, przy czym pasmo
290 nm charakteryzuje si¢ wyraznie nizszg wartoscig absorbancji. Dlugotrwale naswietlanie
tokoferolu promieniowaniem UVB nie powoduje zmiany stosunku nat¢zenia obu pasm.
Wprowadzenie nanoczastek metalicznych do uktadu nienaswietlonego powoduje zmiang
stosunku natezen obu pasm, bez zmiany ich potozenia. Dominujacym staje si¢ pasmo
z maksimum przy dtugosci fali 290 nm, charakterystyczne dla tokoferolu umieszczonego
w $rodowisku polarnym. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, iz obecnos¢ powierzchni
metalicznych, a tym samym plazmondéw powierzchniowych prowadzi do zmiany
wilasciwosci elektrycznych mikrootoczenia, i lokalnego wzrostu wartosci przenikalnosci
elektrycznej srodowiska w bezposrednim sagsiedztwie powierzchni metalicznych.
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Rysunek 3. Widma absorpcji tokoferolu w heksanie w nieobecnosci koloidalnych
nanoczastek metalicznych (linia ciagta) i po ich wprowadzeniu do roztworu (linia

przerywana)

Potozenie i szerokos$¢ potdéwkowa pasm w widmach emisji fluorescencji badanych
uktadow nie ulegaty zmianie w stosunku do przedstawionych na rysunku 1, niezaleznie
od czasu naswietlania badanych uktadéw oraz obecnosci lub braku obecnos$ci nanoczastek
metalicznych w uktadach. Jedyne obserwowane zmiany dotyczyly natgzenia emisji. Wraz
ze wzrastajacym czasem naswietlania badanych uktadow, maleje w nich stezenie molekut
aktywnego tokoferolu, a tym samym ilo$¢ fluoroforow. Prowadzi to do systematycznego
obnizania nat¢zenia emisji. Zjawisko to obserwuje si¢ w kazdym z badanych uktadow.
Wobec braku zmian polozenia pasma emisji oraz jego szeroko$ci potowkowej, w celu
okreslenia ~ wplywu  obecno$ci  nanoczastek  metalicznych, na  wlasciwosci
spektralnetokoferolu, przeanalizowano kinetyki zmian wielkoéci absorbancji tokoferolu
zawartego w badanych uktadach (przy dlugosci fali 290 nm) oraz natgzenia emisji tokoferolu
w maksimum pasma fluorescencji. Wyniki przeprowadzanych analiz przedstawiono
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na rysunku 4. Punkty eksperymentalne zostaly przyblizone funkcjami jednowyktadniczymi.
Uzyskane wspotczynniki korelacji ksztaltowaly si¢ na poziomie wyzszym niz 0,99,
co S$wiadczy o poprawnosci przyjetej metody. Dodatkowo, wykreslono zalezno$ci
potlogarytmiczne i przyblizono uzyskane wyniki liniami prostymi, uzyskujac réwnie
wysokie wartosci wspotczynnikow korelacji. Wykresy potlogarytmiczne (0§ rzgdnych
zawiera wartos$ci logarytmow naturalnych odpowiednio z warto$ci absorbancji lub natgzenia
emisji  fluorescencji) zostaly zaprezentowane jakoinsety wykresow  glownych.
Wspotczynniki nachylenia wyznaczonych prostych zostaty zaprezentowane w tabeli 1.

Tabela 1. Wspoétczynniki nachylenia wykresow potlogarytmicznych zaleznos$ci absorbancji
i nat¢zenia emisji tokoferolu w badanych uktadach

Rozpuszczalnik Etanol Heksan
Zawarto$¢ Ag Bez Ag Z Ag Bez Ag Z Ag
Absorpcja -0,00165 -0,00163 -0,0110 -0,0143
Fluorescencja -0,00199 -0,00185 -0,0123 -0,0158

Jak wynika z tabeli 1 oraz rysunku 4, wplyw obecnosci nanoczastek srebra
na kinetyke fotodegradacji tokoferolu w srodowiskach polarnych jest niemal niezauwazalny,
podczas gdy w przypadku srodowisk niepolarnych, wprowadzenie nanoczastek koloidalnych
prowadzi do wyraznego wzrostu kinetyki fotodegradacji tokoferolu.
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Rysunek 4.Wartosci absorbancji (a, ¢) i natezenia fluorescencji w maksimum pasma (b, d)
tokoferolu w alkoholu etylowym (a, b) i heksanie (c, d) w nieobecnosci (linie ciggte)

i obecnosci (linie przerywane) nanoczastek srebra, w funkcji czasu. W insetach
przedstawiono odpowiadajace im wykresy potlogarytmiczne
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Badania zostaly uzupelnione poprzez oszacowanie czasow zaniku fluorescencji tokoferolu
w badanych wukladach, ze szczegdélnym uwzglednieniem obecno$ci nanoczastek
metalicznych. Wyniki przeprowadzonych pomiaréw i analiz przedstawiono w postaci
wykreséw prezentujacych czas polowicznego zaniku fluorescencji w funkcji czasow
naswietlania badanych uktadéw na rysunku 5.
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Rysunek 5. Zmiany czasu zaniku fluorescencji tokoferolu w badanych uktadach: a) —
w alkoholu etylowym, b)- w heksanie

Podobnie, jak ma to miejsce w przypadku pozostatych analizowanych parametrow
spektralnych, roéwniez czasy zaniku emisji tokoferolu rdéznig si¢ w zaleznosci
od rozpuszczalnika. Rozny jest tez wplyw obecnos$ci nanoczastek metalicznych na zmiany
tego czasu. Czas zaniku fluorescencji tokoferolu w rozpuszczalniku polarnym jest wzglednie
staty, niezmienny, niezaleznie od ilo$ci pochtonigtego promieniowania UVB i wynosi okoto
2 ns, a obecno§¢ nanoczastek metalicznych wywiera niewielki wplyw na ta wartosc.
Zaobserwowano jedynie niewielki wzrost czasu zaniku emisji tokoferolu po wprowadzeniu
metalu do uktadu. Wzrost ten wynosil okoto 0,2 ns i dotyczyl gtownie dlugich czasow
naswietlania (ponad 200 minut). W przypadku $rodowiska niepolarnego, czasy zaniku emisji
tokoferolu silnie zaleza od iloéci energii pochtonietej i zmieniajg si¢ w zakresie od okoto
1 ns w przypadku braku naswietlenia do okolo 1,7 ns juz po okoto 150 minutach
naswietlania. Obecno$¢ nanoczastek metalicznych prowadzi do wzrostu wielko$ci
obserwowanych zmian i wzrostu czasu zaniku emisji tokoferolu do ponad 3 ns, po okoto
150 minutach naswietlania. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢ nanoczastek
metalicznych 1 zwigzanych z nimi lokalnych zmian parametréw elektrycznych
mikrootoczenia moze prowadzi¢ do powstawania agregatow tokoferolu, co wigze si¢
z wygaszaniem fluorescencji. W takim przypadku, tokoferol pozostanie przez dtuzszy czas
nieaktywny, a zatem ograniczone beda jego zdolnosci antyoksydacyjne.
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Whioski

Wtiasciwosci spektralne tokoferolu silnie zaleza od wilasciwosci elektrycznych
srodowiska otaczajacego ten fluorofor, a obecno$¢ nanoczastek metalicznych i zwigzanych
z nimi plazmondéw powierzchniowych moze w istotny sposdb zmienia¢ te wlasciwosci
w bezposrednim sasiedztwie nanoczastek. W konsekwencjiwewnatrz molekularna struktura
elektronowa tych z molekut tokoferolu, ktore znajduja si¢ w obszarze objetym lokalnymi
zmianami polarnosci otoczenia moze ulega¢ modyfikacjom. Jednoczesnie, niezaleznie
od powyzszego obecno$¢ nanoczgstek srebra prowadzi do wzrostu szybkosci fotodegradacji
tokoferolu znajdujacego si¢ w srodowisku niepolarnym i moze prowadzi¢ do tworzenia si¢
jego agregatow. W konsekwencji, najprawdopodobniej wiasciwosci antyoksydacyjne
witaminy E, w przypadku jej potaczenia z suplementami diety zawierajacymi nanoczgstki
metaliczne moga zosta¢ ograniczone. Jednakze §rodowisko polarne, zapobiega wystapieniu
takiego efektu. W przypadku uktadéw tokoferolu z nanoczastkami srebra w rozpuszczalniku
o wyzszej wartosci przenikalnosci elektrycznej (alkoholu etylowym), nie obserwuje si¢
istotnych zmian zadnego z analizowanych parametrow spektralnych tokoferolu. Mozna
zatem stwierdzié, iz w takim przypadku nie bedzie dochodzi¢ ani do wzmocnienia ani
do ostabienia wilasciwosci ostonowych witaminy E, w przypadku jej jednoczesnego
spozywania z suplementami diety zawierajacymi nanoczastki srebra.

Praca zostata sfinansowana ze Srodkéw Wydzialu Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, projekt badawczy nr 507.782.57
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Wprowadzenie

Melatonina jest hormonem szeroko rozprzestrzenionym w $wiecie ro$lin i zwierzat.
U krggowcOw syntetyzowana jest glownie w osrodkowym uktadzie nerwowym
— wszyszynce. Podstawowym regulatorem wydzielania tego hormonu u kregowcow jest rytm
$wiatto/ciemno$¢. W ostatnich latach coraz czgsciej pojawiaja si¢ informacje na temat jej
wystgpowania w roslinach. Melatoning zalicza si¢ do jednych z najsilniejszych
przeciwutleniaczy §wiata ozywionego. Wystepuje we wzglednie duzej ilosci w ziarniakach
jeczmienia, owsa, winogronach, winie atakze wielu ziotach i ro$linach leczniczych.
Przemyst spozywczy rocznie produkuje bardzo duze iloéci odpaddéw poprodukcyjnych,
ktorych potencjal niejednokrotnie jest niedocenianiy. Dlatego tez wzbogacanie zywnos$ci
surowcami bogatymi w melatoning, w tym wyttokami, moze znaczgco podwyzszyé wartos¢
zdrowotng otrzymanych produktow.

Wystepowanie melatoniny

Melatoning po raz pierwszy wyizolowano z szyszynki bydlecej niespetna 70 lat temu
[Lerner i in., 1958]. Przez wickszo$¢ czasu od jej odkrycia uwazano, iz wystgpuje ona
jedynie u kregowcow, jednak w kolejnych dekadach okazalo sig, ze jest ona Sszeroko
rozpowszechniona roéwniezw $wiecie roslin [Manchester i in., 1995; Van Tassel i in., 2001].
Melatonina wystepuje zarowno U kregowcow, bezkregowcow, roslin, pierwotniakdw,
grzybow,jak i bakterii. Wystgpowanie melatoniny w tak wielu grupach organizmow zywych
$wiadczy, iz jest ona bardzo starym ewolucyjnie zwigzkiem, a jej struktura od milionéw lat
nie zmienita si¢ (Rys. 1).
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Rysunek 1. Wzér strukturalny melatoniny
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U kregowcow melatonina syntetyzowana jest gtdwnie w szyszynce, regulujac migdzy
innymi okotodobowy rytm biologiczny [Maksimovich, 2002] oraz dzialajac jako zamiatacz
wolnych rodnikéw [Zatta i in., 2003; Hardeland, 2005]. Jej produkcja w organizmach
kregowcow zwicksza si¢ wraz z nastaniem nocy, by osiggnaé szczyt migdzy godzing
24 a 3. U cztowieka najwigksze ilosci melatoniny obserwuje si¢ migdzy 4 a 10 rokiem zycia,
a od 35 roku zycia jej poziom stopniowo si¢ zmniejsza [Reiter i in., 2002; Lahiri i in., 2004].
Niedobory melatoniny czgsto wystepuja u osob starszych, w zwiazku z czym osoby
te uskarzaja si¢ na problemy z jakoscig oraz dlugoscia snu oraz borykaja si¢ z licznymi
chorobami przewlektymi i stanami zapalnymi. Melatonina nie jest magazynowana
W organizmie czlowieka, tylko bezposrednio uwalniana do krwioobiegu, gdzie jej okres
pottrwania wynosi 40 minut [Reiter, 2003]. Maksymalna zawarto$¢ melatoniny w osoczu
mierzona w szczytowym momencie jej produkcji u oséb mtodych wynosi od ~95 do ~200
pg/ml, a u 0sob starszych ~38 pg/ml [Zhdanova, 1998; Bonnefont-Rousselot i Collin, 2010].

Funkcje prozdrowotne melatoniny

Melatonina przyjmowana doustnie posiada zdolno$¢ przenikania bariery krew—mozg
i bariery tozyskowej.Zastosowanie terapeutyczne melatoniny zwigzane jest gtéwnie z jej
wilasciwosciami antyoksydacyjnymi, ale nie tylko. Zwigzek ten w postaci syntetycznej
podawany jest jako suplement diety osobom starszym w celu utatwienia zasypiania, podczas
pracy zmianowej, czy W mig¢dzykontynentalnych podrézach lotniczych (jet-lag).
Antyoksydacyjne wlasciwosci melatoniny wykorzystywane sa w leczeniu 0séb chorych
na reumatoidalne zapalenie stawow (10mg/dzien) [Forrest i in., 2007], nadcisnienie tetnicze
(pacjenci w podesztym wieku; 5mg/dzien) [Kedziora—Kornatowska i in., 2008], cukrzyce
typu 2 (pacjenci w podesztym wieku; Smg/dzien) [Kedziora—Kornatowska i in., 2009],
kobiet chorych na bezptodnos¢ (3mg/dzien) [Tamura i in., 2008].Udowodniono roéwniez
funkcje lecznicza ~ melatoniny w terapiach nowotworowych. Podawana egzogennie
melatonina hamowata u zwierzat wzrost i rozwdj raka sutka, czerniaka, wiokniakomiesaka,
gruczolakoraka oraz biataczki [Lenoir i in. 2005]. Natomiast w przypadku raka gruczotu
krokowego, trzonu macicy i odbytnicy stwierdzono obnizenie stezenia melatoniny.
Oddziatywanie melatoniny na nowotwér polega po pierwsze na dezaktywacji reaktywnych
form tlenu i azotu doprowadzajacych do mutacji DNA oraz aktywacji enzymow
antyoksydacyjnych [Anisimov i in. 2006; Reiter i in., 2009], a po drugie na hamowaniu
proliferacji komorek nowotworowych [Rao i in. 2000]. W badaniach na szczurach szczepu
Wistar, stwierdzono rowniez ochronne wlasciwosci melatoniny na komodrki nerwowe.
Po usunieciu szyszynki (glownego producenta melatoniny) u szczuréw stwierdzono znaczne
zwigkszenie $mierci komorek nerwowych. Zjawisko to towarzyszy wielu chorobom
neurodegeneracyjnym, takim jak: Alzheimer, Parkinson, stwardnienie zanikowe boczne
czy plasawica Huntingtona [Wang, 2009].

Melatonina w Swiecie roslin

W ostatnich latach coraz liczniej pojawiajg si¢ informacje na temat wystepowania
melatoniny w roslinach, a co za tym idzie w produktach ich pochodzenia (Tab. 1).
Melatonina wystepuje zaré6wno u glonéw, jak i ro$lin nago oraz okrytonasiennych.
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Melatoning oznaczono w korzeniu, todydze, liSciach, kwiatach, owocach oraz nasionach.
Jej zawarto$§¢ zalezy od wielu czynnikow, w tym od odmiany, warunkdéw wzrostu, stadium
dojrzatosci, warunkdéw srodowiskowych czy metody oznaczenia [Feng i in., 2014].

Tabela 1. Wyst¢gpowanie melatoniny w roslinach i srodkach spozywczych

' Gatune_k/ Zawanoéé Zrédio
Srodek spozywczy melatoniny [pg/mL]
Stonecznik 29 Manchester i in., 2000
Oliwa z oliwek 99 De La Puerta, 2007
Piwo 111 Maldonado i in., 2009
Wino czerwone 258 Peyrot] Dutroso 2002
Pszenica 320 Zielinski i in., 2000
Jeczmien 450 Zielinski 1 in., 2000
Imbir lekarski 584 Hattori i in., 1995
Rzepa 657 Hattori i in., 1995
Ryz 1006 Hattori i in., 1995
Kukurydza zwyczajna 1366 Hattori i in., 1995
Owies zwyczajny 1796 Hattori i in., 1995
Winogrono 11 000 Vitalini i in., 2011
Pomidor 24000 Reiter i in., 2007

U roélin melatonina zaangazowana jest w regulacje zegara biologicznego, regulacje
wzrostu i rozwoju roslin oraz dezaktywacje wolnych rodnikéw. Udowodniono, iz melatonina
posiada wigkszg aktywnos$¢ przeciwoksydacyjng niz witamina C i E [Gulcin i in., 2002],
a funkcja ta uznawana jest za pierwotng ewolucyjnie [Hardeland i Poeggeler, 2003].
Melatonina dezaktywujac wolne rodniki niejednokrotnie doprowadza do przeksztalcenia
ich w zwigzki majace rowniez wlasciwosci antyoksydacyjne. Jest ona rozpuszczalna
zardbwno w roztworach wodnych, jak i tluszczach. Dzigki jej niewielkiej budowie oraz
powyzszych wilasciwosciach hydrofilowo—hydrofobowych tatwo moze przenika¢ migdzy
komoérkami chronige je przed reaktywnymi formami tlenu i azotu. Wytwarzanie melatoniny
u ro$lin prawdopodobnie ma miejsce w lisciach i/lub korzeniach, skad hormon ten
transportowany jest do nasion, owocow i kwiatow [Arnao i Hernandez—Ruiz, 2013]. Synteza
melatoniny, podobnie jak polifenoli i innych drugorzedowych metabolitow uwarunkowana
jest w glownej mierze czynnikami $rodowiskowymi, takimi jak: warunki klimatyczne,
oddziatywanie mikroorganizméw czy dzialalno$¢ rolnicza. Warunki stresowe zwigzane
z powyzszymi oddziatywaniami wzmagaja produkcje melatoniny u roslin [Iriti i Varoni,
2016], dlatego duze jej stezenie obserwuje sie wsrod ro$lin $rodziemnomorskich oraz
alpejskich, a w szczegdlnosci w organach reprodukcyjnych tj. owocach i nasionach.
Udowodniono réwniez, iz hormon ten uczestniczy w procesie ochrony owocow przed
mikroorganizmami [lriti i in., 2006], procesie opdzniania kwitnienia [Kolar i in., 2005],
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regulacji mitozy [Banerjee i Margulis, 1973], stymulacji wzrostu: korzenia, hipokotylu
i koleoptylu [Hernandez—Ruiz i in., 2005; Chen i in., 2009] regeneracji korzeni bocznych
[Arnao i Hernandez—Ruiz, 2007], ochronie rosliny przed stresem zwigzanym z obnizeniem
temperatury [Posmyk i in., 2009], czy stresem zwigzanym ze wzrostem zasolenia gleby
[Liiin., 2012].

Analiza zawarto$ci melatoniny w materiale roslinnym napotyka szereg problemow
i obarczona jest bledem ze wzgledu na obecno$¢, poza melatoning, substancji
towarzyszacych takich, jak: zwigzki fenolowe, barwniki, weglowodany i lipidy [Van Tassel
i in., 2001]. Trudno rowniez kontrolowa¢ sam proces ekstrakcji, co niejednokrotnie
doprowadza do nieefektywnego wymycia tego hormonu [Arnao, 2014]. Do oznaczania
zawarto$ci melatoniny w materiale biologicznym wykorzystuje si¢: chromatografi¢ gazowa
ze spektroskopia masowa (GC-MS) [Skene i in., 1983], chromatografi¢ cienkowarstwowa
(TLC) [Constantini i Paoli, 1998], wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa (HPLC)
[Eriksson i in., 2003], elektroforeze kapilarng (CE) [Kim i in., 1999], metody
chemiiluminescencji [Lu i in., 2002] oraz metody spektrofotometryczne [Iriti i in., 2006].

MozliwoSci zastosowania melatoniny w produktach spozywczych

Najwigkszym wyzwaniem przemystu spozywczego nie jest jednak ekstrakcja
pojedynczych substancji z materialu biologicznego i tworzenie petnoporcjowych mieszanek,
lecz dostarczanie na rynek produktow juz odpowiednio wzbogaconych. Produkty takie
posiada¢ powinny wicksze walory prozdrowotne, dzigki zwiekszeniu zawarto$ci sktadnika
bioaktywnego (tutaj: melatoniny), przy niewielkiej zmianie cech sensorycznych. Juz dawno
udowodniono, iz podawanie paszy bogatej w melatoning piskletom kurzym oraz szczurom
powoduje wzrost stezenia tego hormonu w surowicy [Hattori i in., 1995; Reiter i in., 2005].
Natomiast Maldonado i in. (2009) udowodnili, iz nawet po wypiciu piwa, stwierdzano
zwigkszenie stezenie melatoniny oraz zwigkszenie pojemnosci antyoksydacyjnej w osoczu
krwi. Spozywanie natomiast soku z owocow wisnipoprawito jakos¢ i dlugos¢ snu
u dorostych 0sdb cierpigcych na bezsenno$é [Pigeon i in., 2010].

Coraz dokladniejsze badania wskazujg, iz melatonina obecna jest w wielu gatunkach
ro$lin, szczegdlnie w owocach i nasionach, a co za tym idzie w produktach powstatych
z ich przetworzenia. Bogatym Zrodtem melatoniny sa owoce winogrona i Wino czerwone,
o0 odpowiednio 1ng/g i 0,5ng/mL zawartosci melatoniny [Marcello i Varoni, 2016]. Badacze
uwazaja, iz zdrowotne wlasciwosci wina czerwonego nie wynikaja jedynie z duzej
zawartosci polifenoli, ale takze ze znacznej obecnosci melatoniny lub tez synergistycznych
efektow ich obecnosci. Wysoka zawartoscig melatoniny charakteryzujg sie rOwniez ziarniaki
owsa i jeczmienia, a w szczegdlnosci ich okrywy owocowo-nasienne, co przemawia
za zwigkszeniem udzialu mak peloziarnistych w przemysle spozywczym. Zbadanie
poziomu melatoniny w wytlokach winogronowych i otregbach zbozowych, jako mozliwie
cennego zrodta tego zwigzku, wydaje si¢ w kontekScie powyzszych informacji bardzo
obiecujace.
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Podsumowanie

Melatoning mozemy uzna¢ za zwiagzek o charakterze uniwersalnego antyoksydanta
o dodatkowych wlasciwosciach przeciwzapalnych. Melatonina wspomaga leczenie:
bezsennosci, raka, cukrzycy, choréb uktadu krazenia, chordb nerwowych, objawow starzenia
i innych chorob przewlektych [Marcello i in., 2010]. Wickszo$¢ ziot uzywanych w chinskiej
kulturze, ktora stynie z dlugowiecznosci posiada wysoki poziom melatoniny [Chen
i in., 2003]. Bezpieczna dawka spozycia melatoniny to 1g/dzien [Arnao, 2014]. Pomyst
wprowadzenia do naszej diety melatoniny pochodzenia roslinnego, w postaci $rodkow
spozywczych powstatych z roslin lub odpadéw poprodukcyjnych bogatych w ten zwiazek,
wydaje si¢ by¢ przysztosciowy. Zawarto§¢ prozdrowotnej melatoniny w produktach
ro$linnych sprawia, iz produkty takie moga okazac si¢ cickawa alternatywa tradycyjnej
suplementacji, dlatego tez konieczne sg dalsze badania w tym Kkierunku.
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SUBSTANCJE BIOAKTYWNE W ALGACH

Streszczenie

Algi wykorzystywane sa przez cztowieka od wiekow. Poczatkowo jako pasza dla
zwierzat i pozywienie dla czlowieka, ktére bogate jest liczne witaminy, aminokwasy
egzogenne, a takze mikro i makroelementy. Tradycyjnie substancjami pozyskiwanymi z tych
organizmoéw s3 agar i alginiany. W ostatnim czasie udowodniono, ze glony sa bardzo
bogatym zrdédlem réznorodnych naturalnych zwigzkéw bioaktywnych. W ostatnich latach
opisano szereg nowych zwiazkow, ktore zostaly wyodrgbnione z alg, a wiele z nich
wykazuje dziatanie biologiczne. W pracy przedstawiono wiasciwosci niektérych grup
zwigzkoéw, ktére maja dziatanie bioaktywne, w tym miedzy innymi: przeciwutleniajace,
przeciwbakteryjne, przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe.

Slowa kluczowe:substancje bioaktywne, algi, glony

Whprowadzenie

Algi wystgpuja na obszarze catego globu. Wystepuja glownie w $Srodowiskach
wodnych, ale takze ladowych, o wysokiej wilgotnosci [Tomaselli, 2004]. Organizmy
te zdolne sa do przeprowadzania procesu fotosyntezy, a do wzrostu potrzebuja sktadnikow
mineralnych, $wiatla i dwutlenku wegla. Szacuje sie, ze okoto 50% produkowanego
na §wiecie tlenu wytwarzane jest przez algi w oceanach. Grupa tych organizméw jest bardzo
zrdéznicowana. Podstawowym kryterium jest zdolno$¢ do przeprowadzania procesu
fotosyntezy. Algi dzielone sg na mikro- i makroalgi, z ktorych pierwsze osiagaja niewielkie
rozmiary i wystepuja w postaci pojedynczych komorek lub niewielkich struktur. Makroalgi
tworza, tak zwane plechy, ktorych dlugos¢ osigga¢ moze nawet kilkadziesigt metréw, jednak
tworzace te struktury komorki nie sa3 w zadnym stopniu wyspecjalizowane do pehienia
okreslonych funkcji. Algi dzielone sa rowniez na te nalezace do Krolestwa Procaryota
(cyjanobakterie) oraz Eucaryota (algi eukariotyczne).

Algi zawierajag w swoim sktadzie znaczng liczbg sktadnikow bioaktywnych. Szacuje
si¢, ze wigkszosci z nich dotychczas nie zidentyfikowano i nie opisano. Biomasa alg stanowi
jedno z bogatszych zrodet zwigzkow bioaktywnych, majacych szerokie spektrum
zastosowania w roznych galeziach przemyshu. Ze wzgledu na wlasciwosci przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne oraz przeciwnowotworowe, algi moga by¢ stosowane w leczeniu wielu
jednostek chorobowych. Sktad chemiczny alg nie jest staly. Zalezy w duzej mierze
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od czynnikow srodowiskowych takich jak temperatura, o$wietlenie, warto$¢ pH, zawartos¢
mineraldow w pozywce, stezenie dwutlenku wegla itp. [Becker, 2004]. Organizmy
te zawierajg w swoim skladzie miedzy innymi, weglowodany - polisacharydy,
mukopolisacharydy (glikozoaminoglukany). Z najbardziej znanych glikozaminoglukanéw
wyrdznia si¢ kwas hialuronowy i siarczan chondroityny, kwas alginowy i jego sole
(szczegdlnie alginiany sodowe i wapniowe), a takze fukany (laminaryna i fukoidyna),
mannitol i sorbitol, karageniny i agar. Z grupy biatek i aminokwaséw w glonach wystepuja:
glikoproteiny i metaloproteiny oraz aminokwasy egzogenne (alanina, asparagina, glicyna,
lizyna, seryna, izoleucyna, leucyna, metionina, fenyloalanina, treonina, tryptofan i walina).
Wsrod lipidow w glonach wystgpuja: niezbedne nienasycone kwasy thuszczowe (NNKT):
arachidonowy, eikozapentenowy i rzadko spotykany — y-linolenowy (GLA). Z grupy
witamin w glonach zidentyfikowano: karotenoidy, np. B-karoten (zrédto witaminy A),
witaminy z grupy B (B1, B2, B5, B6, B12) oraz witaminy: E (tokoferol), C (kwas
askorbinowy) i D. Algi s3 bogate w mikrosktadniki: brom, cynk, jod, magnez, mangan,
miedz, zelazo. Wystepuja one w szczegodlnie dobrze przyswajalnej postaci — jako zwiazki
metaloorganiczne lub kompleksowe [Godlewska i in., 2014].

Algi w zywieniu czlowieka

Sktadniki zawarte w bioasie mikroalg pozytywnie wplywaja na zdrowie ludzi
i zwierzat oraz sa wykorzystywane w celu zwigkszenia wartosci odzywczej
konwencjonalnych preparatow zywnosciowych. Preparaty zawierajace w swoim skladzie
biomas¢ alg sprzedawane s3 w postaci kapsutek, a takze sa dostepne w produktach
zywieniowych, mi¢dzy innymi jako sktadnik makarondéw i gum do Zzucia. Algi sa zroédlem
naturalnego barwnika spozywczego, jak na przyktad chlorofile i fitocyjanina.

Wysoka zawarto$¢ biatka u réznych gatunkow mikroalg byta jednym z powodow
uznania tych organizmow jako niekonwencjonalnego zrodla biatka. Chlorella i Spirulina
byly pierwszymi gatunkami mikroalg, ktore zostaly skomercjalizowane i uzywane jako
zdrowa zywno$¢ w Japonii, na Tajwanie i w Meksyku [Cuellar-Bermudez i in., 2015].

Algi z rodziny Chlorella charakteryzujg sie wysoka zawarto$cig bialka,
ze zbalansowang kompozycja aminokwasow, a takze sa zrodtem witamin, mineratow
i pigmentow oraz krotko-tancuchowych wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, w tym
kwasu oleinowego i linolowego. Niektore szczepy sg rowniez dobrym zrodlem luteiny.
Badania in vivo stwierdzajace jej wykorzystanie w zywnosci, a takze jako zrodlo biatka
zostaty przeprowadzone w przesztosci, gdy przepisy dotyczace badan, w ktoérych uczestnicza
ludzie, nie byly tak restrykcyjne. Chlorella wykorzystywana jest jako barwnik do ciastek
maslanych, jako dodatek do sfermentowanego mleka i jogurtu, w celu zwigkszenia wartosci
odzywczej tych produktow [Guccione i in., 2014].

Niektore gatunki sinic, zwlaszcza Nostoc commune i Nostoc flagelliforme,
sg tradycyjnym sktadnikiem diety mieszkancOw Syberii, poludniowo-wschodniej Azji
i Japonii. W Stanach Zjednoczonych, Australii, a obecnie takze w Europie coraz bardziej
popularne stajg sie preparaty i odzywki otrzymywane z sinic z rodzaju Arthrospira (znane
pod potoczng nazwag Spirulina) [Glowacka i in., 2007]. W 1981 sinice te zostaly uznana
za organizmy o statusic GRAS (Generally Recognized As Safe). Agencja Zywnosci i Lekow
(ang. FDA - Food Drug Administration) stwierdzita, ze Spirulina moze by¢ legalnie
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wprowadzona do obrotu jako zywno$¢ lub suplement diety bez ryzyka dla zdrowia
czlowieka. Sinice z rodzaju Arthrospira majag wysoka zawarto$§¢ biatka o wysokiej
strawnos$ci, a takze zawieraja znaczne ilosci wielonienasyconych kwasow tluszczowych
i zwigzki fenolowe. Zawarto$¢ biatka w Spirulinie waha si¢ od 50% do 70% (w/w) w suchej
masie, zawartos¢ weglowodandéw od 10% do 20% (w/w), a zawarto$¢ tluszezy
od 5% do 10% (w/w).

Wykorzystanie alg w medycynie

Lecznicze wtasciwosci alg znane sg od wiekow, szczegolnie na Dalekim Wschodzie.
W innych rejonach $wiata, zainteresowano si¢ nimi stosunkowo niedawno. Z powodzeniem
stosowano je w odchudzaniu, leczeniu: zapalenia oskrzeli, przezigbien, chronicznego kaszlu,
chordb wenerycznych, nadczynno$ci tarczycy, dnie moczanowej, a takze jako masci i srodki
znieczulajace [Sithranga Boopathy i in., 2010]. Dzigki wtasciwosciom przeciwzapalnym,
przeciwnowotworowym, przeciwbakteryjnym moga by¢ stosowane w medycynie, gdy
na $wiecie obserwuje si¢ coraz wigksze zainteresowanie farmaceutykami pochodzenia
naturalnego, ktore sg postrzegane jako bardziej bezpieczne dla cztowieka.

Wiasciwosci przeciwnowotworowe

Liczba zachorowan na nowotwory ustawicznie si¢ zwigksza. Zwigzane to jest
ze zmiang stylu zycia cztowieka, diety i zanieczyszczeniem Srodowiska. Poszukuje si¢
nowych lekéw o wilasciwosciach przeciwnowotworowych, ktore zastapiag obecne,
charakteryzujace si¢ wieloma powaznymi skutkami ubocznymi ich stosowania. Doskonatym
zrddlem takich substancji wydaja si¢ by¢ algi. Wykazano, ze karotenoidy, flawonoidy oraz
zwigzki fenolowe wyizolowane z alg wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe.
Hamowanie powstawania komorek nowotworowych wymaga inhibicji wzrostu i podziatow
tych komoérek. Dochodzi do tego poprzez immunostymulacje, indukcje apoptozy, thumienie
angiotensyny nowotworu czy zatrzymanie cyklu komorkowego [Sheih i in., 2010].

Scytonemin jest inhibitorem Kkinazy biatek seryna/treonina wyizolowanym
z cyjanobakterii Stigonema sp., reguluje tworzenie wrzeciona mitotycznego, a takze kinaz
bioracych udziat w regulacji cyklu komérkowego. Zwigzek ten hamuje proliferacje ludzkich
fibroblastow i komorek $rodbtonka. Scytonemin moze zostaaé wykorzystany jako inhibitor
kinazy biatkowej o dziataniu antyproliferacyjnym i przeciwzapalnym [Stevenson i in., 2002].

Zwiazek kuracyna-A, wyizolowany u wybrzeza Curacao z organicznych ekstraktow
alg z gatunku Lyngbya majuscula, jest silnym srodkiem proliferacyjnym, poniewaz hamuje
polimerazg tubulin, a takze wykazuje dziatanie selektywnie hamujace rozwdj
nowotworowych linii komérkowych pochodzacych z okrg¢znicy, nerek oraz piersi. Koibamid
A jest zwigzkiem pochodzagcym z gatunku Leptolyngbya i wykazuje znaczng
cytotoksyczno$é wobec komorek nowotworu ptuc (NCI H460 - ang. human non small cell
lung carcinoma). W ostatnich latach, najwazniejszymi zwigzkami, ktore zostaly odkryte
sg boroficyna, kryptoficyna 1 i 8 oraz cyjanowiryna.

Boroficyna jest metabolitem zawierajagcym bor, wyizolowanym z morskich szczepow
sinic Nostoc linckia i Nostoc spongiaeforme var. tenue. Zwiazek wykazuje cytotoksycznosé
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wobec linii komérkowych ludzkiego nowotworu ztosliwego naskdrka (LoVo) oraz ludzkiego
gruczolaka jelita grubego [Sithranga Boopathy i in., 2010].

Wiasciwosci antybakteryjne i przeciwwirusowe

W ciggu ostatnich kilku lat zaobserwowano wzrastajaca oporno$¢ bakterii
na antybiotyki. Dazy si¢ do poszukiwania i pozyskiwania z naturalnych zrédet nowych
substancji aktywnych biologicznie o wtasciwos$ciach antybakteryjnych.

Przeprowadzono badania dotyczace wiasciwosci przeciwbakteryjnych ekstraktow
z alg wyizolowanych u wybrzeza Jeddah, Morza Czerwonego w Arabii Saudyjskie;j.
Stwierdzono wysoka aktywno$¢ ekstraktow powstaly na bazie biomasy gatunkow: Ulva
reticulate, Caulerpa occidentalis, Cladophora socialis, Dictyota ciliolate i Gracilaria
dendroides. Cztery wyciagi z alg przygotowane w etanolu i chloroformie zawieraja
substancje czynne, ktére moga hamowal wzrost testowanych bakterii (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa) z wyjatkiem
alkoholowego ekstraktu C. occidentalis, ktory hamowat wzrost wytacznie Enterococcus
faecalis. Wodny ekstrakt C. occidentalis nie wykazal wtasciwosci antybakteryjnych przeciw
wszystkim badanym bakteriom. Wnioskuje si¢, ze wykorzystanie ekstrakcji z uzyciem
etanolu i chloroformu pozwala na otrzymanie z biomasy alg substancji o silnym dziataniu
inhibujgcym wzrost bakterii [Abdu-llah Al-Saif i in., 2013].

Lee i wspélpracownicy [Lee i in., 1999; Lee i in., 2004] doniesli, Ze siarczany
polisacharydéw wyizolowane z Monostroma latissimum wykazujg silne dziatanie hamujace
na replikacj¢ wirusa opryszczki pospolitej typu 1. Przeciwwirusowe dziatanie
polisacharydéw, sktadajacych si¢ z ramnozy (metylopentozy) i siarczandw, polega
na hamowania adsorpcji wirusa. Wyniki pozniejszych badan wykazuja silne dzialanie
hamujace aktywnos$¢ wirusa HSV-1 (ang. Herpes Simplex Virus type 1) o 50% w stezeniu
0,38 - 8,5 nug/ml, a takze niska cytotoksycznos¢ w stosunku do komoérek gospodarza.

Z krasnorostow Bostrychia montagnei [Duarte i in., 2001] wyizolowano siarczanowe
galaktany, ktore mogg by¢ wykorzystane w leczeniu wirusa opryszczki pospolitej typu 1.

Wiasciwosci przeciwzapalne

Stan zapalny to reakcja obronna organizmu majgca na celu przeciwdziatanie
szkodliwym czynnikom, takim jak: bakterie czy wirusy. W leczeniu chordb, ktéore moga
wywotywaé stan zapalny, stosowane sg niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ), ktore
wywolujg szereg skutkow ubocznych. Najczestszymi z nich jest uszkodzenie lub
podraznienie btony §luzowej zotadka. Alternatywa dla tych lekow wydaja si¢ by¢ produkty
pochodzenia naturalnego, ktore wykazuja dziatanie przeciwzapalne i przeciwbolowe.
W przypadku ich stosowania istnieje niskie prawdopodobienstwo pojawienia si¢ skutkow
ubocznych dla cztowieka [Vazquez, 2011].

Cavalcante-Silva wraz ze wspotpracownikami [Cavalcante-Silva i in., 2012]
stwierdzili, ze alga z gatunku Bryothamnion triquetrum zawiera metabolity zdolne
do tagodzenia stanow zapalnych. Przeprowadzono badania na myszach, u ktorych
wywotywano skurcze migéni brzucha przez podanie dootrzewnowe kwasu octowego.
Zwierzetom podawano 40 minut wczeséniej ekstrakt Bryothamnion triquetrum (100mg/kg;
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doustnie) lub metamizol sodowy - lek przeciwbolowy z grupy NLPZ (33,3mg/kg; doustnie).
Zaobserwowano, ze zwierzeta, ktorym zostal podany ekstrakt Bryothamnion triquetrum
wykazywaty mniejsze oznaki bolu.

Krasnorosty sa potencjalnym zréodtem nowych zwigzkéw, ktore moga byé
wykorzystywane w leczeniu stanow zapalnych i1 u$mierzaniu boélu. Glownag cecha
metabolitow wtornych pochodzacych z tych organizmoéow jest obecno$é chlorowcow, takich
jak neorogioltriolu - trzycykliczny diterpenoid bromowy, wyizolowany z krasnorostu
Laurencia glandulifera. Neorogioltriol dziata przeciwbolowo, poprzez blokowanie
aktywno$ci mediatorow reakcji, przez mechanizm zalezny od aktywacji receptorow
opioidowych i ma wlasciwosci przeciwzapalne, ktore wymagaja hamowania czynnika
transtrypcyjnego. Inne zwiazki halogenowe jak vidalol A i B, bromofenol wyizolowane
z krasnorostu Vidalia obtusaloba majg silne dziatanie przeciwzapalne. [Silva i in., 2010].

Kang wraz z wspotpracownikami [Kang i in., 2012] badano brunatnice Ecklonia
cava, ktorych etanolowe ekstrakty hamuja powstawanie obrzeku ucha u myszy. Badania
prowadzono na myszach, ktérym podawano etanolowe ekstrakty tych alg w dawce
0,4mg/mlucho myszy. Podanie tych ekstraktow skutecznie zmniejszyto obrzgk ucha
i rumien. Zaobserwowano réwniez silne dziatanie przeciwbolowe, przy podaniu doustnym
(5mg/kg) nie zaobserwowano toksycznosci.

Wiasciwosci przeciwutleniajgce

Antyoksydanty to zwiazki, ktore przeciwdzialaja procesom utleniania. W wyniku
przeprowadzania proces6w katabolicznych przez organizmy zywe powstaja wolne rodniki,
ktore moga uszkadza¢ miedzy innymi kwasy nukleinowe: RNA i DNA.

Dziatanie antyoksydacyjne odnotowano u wielu rodzajow alg morskich w tym
Ahnfeltiopsis, Colpomenia, Gracilaria, Halymenia, Hydroclathrus, Laurencia, Padina,
Polysiphonia i Turbinaria. Naturalne antyoksydanty mogg odgrywac istotng role w roéznych
chorobach i procesach starzenia si¢. Posiadaja zdolno$¢ rownowazenia szkodliwego
dzialania procesow utlenigjacych zachodzacych w organizmie. Hamuja aktywnos¢
chemiczng wolnych rodnikow.

Przebadano ekstrakty alg z gatunku Turbinaria ornata pod katem zawarto$ci
substancji bioaktywnych. Wykazaly one silne dziatanie antyoksydacyjne. W wyniku
oczyszczania ekstraktow T. ornata otrzymano frakcje zawierajace polisacharydy
siarczanowe, ktore okazaly si¢ doskonatlym przeciwutleniaczem. Procz wiasciwoscei
antyoksydacyjnych, stwierdzono dzialanie przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe,
przeciwzapalne, przeciwzakrzepowe ekstraktow alg T. ornata. Polisacharydy siarczanowe
odpowiedzialne za dzialanie przeciwutleniajace T. conoides zostaly wyizolowane
i zidentyfikowane jako fukoidany, laminarany i alginiany [Chattopadhyay i in, 2010].
W  badaniu szczepow T. ornata pochodzacych z wybrzeza Hawajow, glownym
przeciwutleniaczem jest karotenoid fukoksantyna [Kelman i in., 2012]. Fukoksantyna jest
jednym z najbardziej powszechnie znanych karotenoidéw o znanym dziataniu biologicznym.
Ten unikalny karotenoid ma znacznie wyzszg aktywnos$¢ przeciwutleniajgca w poréwnaniu
z innymi antyoksydantami, w tym witaming E. Fukoksantyna zostala wyizolowana
z brunatnych alg [Sachindra i in., 2007].
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Podsumowanie

Algi wydaja si¢ by¢ cennym, a zarazem tanim zrodtem wielu substancji
bioaktywnych, mogacych znalez¢ szerokie wykorzystanie w medycynie i zywieniu
czlowieka. Moga by¢ wykorzystywane w leczeniu choréb nowotworowych, stanow
zapalnych oraz bélu. Stosowane mogg by¢ jako naturalne antyoksydanty, a takze w leczeniu
choréb bakteryjnych i wirusowych. Algi wykorzystywane w przemyS$le spozywczym
sa dobrym zrodtem pelnowarto$ciowego biatka, a takze weglowodanow i lipidow w tym
wielonienasyconych  kwaséw  tluszczowych, a takze zréodlem witamin, mikro-
i makroelementow. Przyklady przytoczone w pracy potwierdzaja, ze algi sa tanim,
naturalnym i dostgpnym zroédtem substancji bioaktywnych.
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MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ DO IZOLACJI
NOWYCH SZCZEPOW ALG

Streszczenie

Cytometria przeptywowa jest narzedziem diagnostycznym pozwalajacym na oceng
parametréw fizjologicznych i cech strukturalnych komoérek. Metoda ta pozwala na analizg
pojedynczych komorek w sposdb zautomatyzowany, z szybkoscig kilku do kilkudziesigciu
tysigcy komorek na sekundg. Od kilkunastu lat mozliwa stala si¢ analiza bardzo matych
obiektow, takich jak mikroorganizmy, w tym mikroalgi. Te ostatnie cechuja si¢ naturalng
fluorescencja, ktora uwarunkowana jest posiadaniem przez nie chlorofili, karotenow
i fikobilin. Ponadto wszystkie rodzaje komorek badanych przy wykorzystaniu cytometrii
przeptywowej moga by¢ znakowane barwnikami fluorescencyjnymi, przeciwciatami
i oligonukleotydami. Procedury barwienia maja na celu mozliwo$¢ charakteryzowania
komorek pod katem rdznych cech: aktywnosci enzymatycznej, sktadu komorki, zawarto$ci
kwasow nukleinowych, ciggtosci btony komodrkowej, zawartosci biatek oraz ttuszczy, a takze
obecnosci specyficznych metabolitow. Sprzgzenie cytometru przeplywowego z sorterem
komoérkowym umozliwia izolacj¢ populacji komorek, na przyktad pochodzacych z prob
srodowiskowych, o interesujacych cechach, takich jak wysoka zawarto$¢ thuszczy Ilub
fikocyjanin, a takze pozwala na oczyszczenia kultur mikroalg z zanieczyszczen innymi
organizmami, na przyktad bakteriami.

Stowa kluczowe: cytometria przeptywowa, izolacja alg

Wprowadzenie

Algi wydaja si¢ by¢ organizmami o idealnych cechach produkcyjnych.
Charakteryzuja si¢ stosunkowo szybkim wzrostem, wymagaja podlozy sktadajacych sie¢
gtéwnie z substancji nieorganicznych, a energie do wzrostu i przeprowadzania procesow
metabolicznych pozyskuja w procesie fotosyntezy. Obecnie poszukuje si¢ nowych
zastosowan istniejacych metod analitycznych w badaniach nad tymi organizmami, ktore
w szybki sposob pozwola na analizg duzej liczby komorek, czy szczepow. Metoda taka
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wydaje si¢ by¢ cytometria przeptywowa, ktoéra pozwala na analiz¢ nawet kilku tysiecy
komorek na sekunde. Cytometria przeptywowa umozliwia analize¢ morfologii komorek,
ocen¢ ich sktadu (zawarto$¢ lipidéw, kwasow nukleinowych, niektéorych weglowodanow),
ocen¢ aktywnosci enzymoéw wewngtrzkomorkowych i zywotnosci. Mozliwa jest izolacja
pojedynczych komorek o interesujacych parametrach i otrzymanie z nich czystych szczepow.

Algi - mikro- i makroalgi

Algi charakteryzuja si¢ zdolnoscia do przeprowadzania fotosyntezy i wystepuja
glownie w srodowiskach wodnych, zaréwno stodkich jak i stonych, a takze na ladzie,
w $rodowiskach o duzej wilgotnosci. Szacuje sig, ze okoto 50% produkowanego w procesie
fotosyntezy tlenu, wytwarzana jest przez te organizmy, a wigkszo$¢ wytwarzana jest
W oceanach, ktore zajmuja okoto 71% powierzchni Ziemi [Richmont, 2004].

Algi dzielone sa zwykle na makro- i mikroalgi. Pierwszy z nich tworza tak zwane
plechy, ktore przypomina¢é moga rozne struktury, na przyktad liscie, jednak komorki
je tworzace nie sg wyspecjalizowane i nie pelnig okre§lonych funkcji [Lee, 2008]. Do tej
grupy organizméw zaliczane sa miedzy innymi niektore krasnorosty, ktére formowac¢ moga
plechy o dlugosci nawet 100 metrow. Mikroalgi s3a natomiast organizmami
jednokomérkowymi, ktore nickiedy wystepuja w postaci luznej grupy komorek, tancuszkow
lub dwoinek. Ponadto organizmy te dzieli si¢ na te, ktore nalezg do Krélestwa Prokaryota
lub Eukaryota. Pierwsze z nich nazywane sg cyjanobakteriami lub sinicami, ktorych
nadmierny rozwo6j w zbiornikach wodnych skutkuje zakwitami wod, w trakcie ktorych przez
niektore gatunki produkowane moga by¢ cyjanotoksyny. Zwiagzki te sa silnie toksyczne
i szkodliwe dla cztowieka i zwierzat [Paerl i Paul, 2012]. Cyjanobakterie znajduja
zastosowanie w zywieniu czlowieka, a przykltadem jest Spirulina sp., powszechnie
stosowana w zywieniu czlowieka, jako suplement diety, a takze w przemysle kosmetycznym
i akwarystyce [Li i Qi, 1997]. Mikroalgi eukariotyczne znajduja szerokie zastosowanie
w  biotechnologii gdzie do najczgSciej wykorzystywanych gatunkéw  nalezy
Chlorella sp.czy Nanochloropsis sp.[Mata i in., 2010; Draaisma i in., 2013].

Metody wykorzystywane w badaniach alg

W badaniach mikroalg i cyjanotoksyn wykorzystywanych jest wiele standartowych
technik badawczych. Algi izolowane sa z wykorzystaniem mi¢dzy innymi metod ptytkowych
i cytometrii przeplywowej. Analiza gatunkowa fitoplanktonu mozliwa jest z wykorzystaniem
réznych technik mikroskopowych.

Do kontroli wzrostu hodowli mikroalg wykorzystywana jest migdzy innym
spektrofotometria - wyznaczania OD hodowli, czy tez pomiar absorbancji $wiatta lub
fluorescencji barwnikoéw fluorescencyjnych. Opracowano szereg typéw bioreaktoréw
do hodowli tych organizmow, znane sg optymalne warunki ich hodowli oraz podtoza [Freitas
i in., 2012; Wigctaw-Solny i in., 2012; Singh i Singh 2014].

Z powodzeniem stosowane sg techniki molekularne, a takze inzynieria genetyczna.
Algi z gatunku Chlamydomonas reinhardtii s organizmem modelowym nad badaniami
zwigzanymi z przebiegiem fotosyntezy.
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Catly czas techniki te sa dopracowywane i poszukuje si¢ ich nowych zastosowan.
Szczegdlnie waznym jest osiagniccie duzej przepustowosci stosowanych metod. Jedna
z takich technik wydaje si¢ by¢ cytometria przeptywowa, ktora pozwala na szybka analize
tysigcy komorek, pod katem parametréw fizjologicznych i cech, przydatnych w produkcji
przemystowej [Richmont, 2004; Andersen, 2005].

Cytometria przyplywowa

Cytometria przeptywowa jest narzedziem diagnostycznym pozwalajacym na badania
wilasciwosci optycznych komoérek. Metoda ta pozwala na analiz¢ pojedynczych komorek
w sposOb zautomatyzowany z szybkoscig kilku do kilkudziesigciu tysiccy komorek
na sekund¢. Mierzony jest stopien rozproszenia wiazki §wiatta emitowanego przez laser oraz
intensywnos$ci emitowanej fluorescencji przez komorki przeptywajace przez wigzke $wiatta
lasera o okreslonej dlugosci fali. Pomiary te odbywaja si¢ z wykorzystaniem detektorow
$wiatla, w ktore wyposazony jest cytometr przeptywowy. Warunkiem analizy prob
z wykorzystaniem tej techniki jest zawieszenie komorek w roztworze [Collier, 2000;
Brussaard i in., 2001; Stauber, Franklin i Adams, 2002].

Tradycyjne cytometry przeptywowe wykorzystuja tak zwane ogniskowanie
hydrodynamiczne do pozycjonowania komorek w strumieniu i uzyskaniu uporzadkowanego
ruchu komoérek. W komorze przeplywowej rdzeniem jest strumien przeplywajacej probki,
a otacza jg tak zwany ptyn ostonowy, ktory przepltywa przez komor¢ w sposdb laminarny.
W drugim typie, ktory dostgpny jest od kilku lat, uktad cisnieniowo-cieczowy zostal
uproszczony. System ten nazywany jest mikrokapilarnym, a zasada jego dzialania polega
na przeptywie badanej proby w kapilarze i to bezposrednio w niej odbywa si¢ pomiar,
W systemie tym brak ptynu ostonowego.

Uproszczona budowa cytometru mikrokapilarnego pozwolita na znaczne
zmniejszenie jego rozmiardw, przez co urzadzenie jest bardziej ,,mobilne”, wyeliminowano
rowniez konieczno$é wykorzystywania znacznych objetosci pltynu ostonowego, ktory
po wykorzystaniu stanowi klopotliwy odpad biohazard, wymagajacy specjalnego
traktowania. Konstrukcja ta pozwolita rowniez na obnizenie kosztow analiz, a takze kosztow
budowy urzadzenia. Wadg zastosowanych uproszczen jest jednak brak mozliwosci
pozycjonowania komorek przeplywajacych w $wietle lasera i dokladno$é pomiaru,
szczegblnie w przypadku pomiaru komoérek mikroorganizmow, ktére sa maja niewielkie
rozmiary [Andersen, 2005]

Wykorzystanie cytometrii przeplywowej w badaniach mikroalg

Cytometr przeptywowy pozwala na analiz¢ pojedynczych komorek, badz niewielkich
agregatow, stad narzedzie to wykorzystywane jest gtownie do badania komodrek mikroalg.
Wraz ze wzrostem zainteresowania naukowcoéw mikroalgami i duzymi mozliwo$ciami
wykorzystania ich w gospodarce, opracowano szereg procedur pozwalajacych
na ich identyfikacje, izolacj¢ czy charakteryzowanie. W ostatnich latach zaproponowano
szereg aplikacji cytometrii przeptywowej w badaniach mikroalg [Collier, 2000; Stauber
i in., 2002].
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Z uwagi na wysoka autofluorescecje komorek fitoplanktonu w przedziale
od 600 nm wzwyz, znacznie ograniczona jest mozliwos¢ wykorzystania komercyjnie
dostepnych barwnikéw fluorescencyjnych. Co prawda zaproponowano procedury, ktore
wykorzystuja na przyktad barwnik Czerwien Nilu (emisja $wiatta o dlugosci 590 nm, kiedy
barwnik zwiaze si¢ z tluszczami obojetnymi) i jodek propidyny (emisja $wiatta dtugos$ci
600 nm), jednak dokladno$¢ pomiaréw i powtarzalnos$¢ tych wynikéw jest zwykle bardzo
niska.

Morfologia komoérek. Dzigki wykorzystaniu pomiardw rozproszenia $wiatla lasera
przez komorki alg (detektory forward scatter i side scatter) mozliwa jest ogodlna ocena
morfologii komorek, ich wielkosci i ggstosci optycznej, warunkowanej mi¢dzy innymi przez
obecnosé¢ roznych struktur komorkowych i substancji zapasowych. Z wykorzystaniem tych
detektoré6w 1 detektora czerwonej fluorescencji po wzbudzeniu $wiattem niebieskim
(autofluorescencja chlorofilu a) mozliwa jest wstepna ocena skladu gatunkowego
fitoplanktonu [Becker i in., 2002].

Mozliwa jest ocena wielkosci komoérek po wczesniejszym wykonaniu krzywej
wzorcowej. Kalibracja polega na pomiarze sygnatlu pochodzacego z analizy réznych
zelowych kulek dekstranowych o znanych $rednicach. Dodatkowo wykorzystujac analize
obrazéw mikroskopowych i modele geometryczne opracowano procedury przydatne
do okreslenia objetosci komorek, na przyktad dla mikroalgi Crypthecodinium cohnii
[Sunii Liu, 2003].

Autofluorescencja barwnikow komoérkowych. Pigmentami obecnymi w komorkach
alg s3 migdzy innymi chlorofile, karotenoidy i fikobiliny. Chlorofil a jest jedynym
barwnikiem wystepujacym konstytutywnie. Obecnos$¢ pozostatych rodzajéow chlorofili
(b, cid) i innych barwnikow fotosyntetycznych jest uwarunkowana gatunkowo, a takze jest
zalezna od warunkéw Srodowiskowych, takich jak pH, temperatura, czy intensywnosc¢
swiatta [Richmont, 2004]. Pelnia one w procesie fotosyntezy funkcje pomocnicze
w stosunku do chlorofilu a.

Chlorofil a emituje $wiatlo niebieskie (<450nm) oraz dalekg czerwien (>650nm).
Pomiar intensywnos$ci autofluorescencji wykorzystywany jest miedzy innymi do oceny ilosci
biomasy w probie, a takze wstgpnej oceny sktadu fitoplanktonu. Pewne sktadniki komorki,
takie jak flawonoidy, tryptofan, zredukowane zasady pirymidynowe i elastyna, moga
emitowaé Swiatto w podobnym zakresie fal. Konieczna jest standaryzacja metody pomiaru
z wykorzystaniem komorek pozbawionych barwnikow fluorescencyjnych poprzez ekstrakcje
90% acetonem [Lee, 2008; Taylor i in., 2014].

Ocena stanu fizjologicznego komorek. Wykorzystanie autofluorescencji alg moze
zosta¢ wykorzystane do oceny stanu fizjologicznego komorek. Intensywnos¢ tego parametru
z prob pochodzacych na przyklad z hodowli bioreaktorowych §wiadczy¢ moze o stanie
komoérek. Wskazane jest uzycie dodatkowego parametru pozwalajagcegd ha pomiar
integralnosci btony komoérkowej, z wykorzystaniem takich barwnikéw jak SYTOX Green
czy PicoGreen. Fluorochromy te wnikaja do komorki tylko w przypadku przerwania
cigglosci btony komoérkowej i wiazac si¢ do kwasoéw nukleinowych, nabywajg wlasciwosci
fluorescencyjnych. Jednoczesny wysoki sygnat pochodzacy z autofluorescencji i brak lub
bardzo niska warto$¢ fluorescencji wymienionych barwnikow, $swiadczy o dobrej kondycji
badanych komorek [Jochem, 1999; Michels i Goot, 2010; Taylor i in., 2014].
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Wykrywanie thiszczy. Z wykorzystaniem odpowiednich barwnikdéw, mozliwa jest
charakteryzowanie komorek pod katem ich zawarto$ci i produktywnosci. Ograniczone
sa mozliwo$ci w wykorzystaniu do tych celéw Czerwieni Nilu. Mozliwe jest wykorzystanie
innej substancji — BODIPY 505/515, ktora to wykazuje emisje $wiatla o dlugosci
515 nm po zwigzaniu si¢ z ttuszczami [Franklin i in., 2004; Hyka i in., 2013]. Brak jednak
wielu doniesien na temat procedur stosowania tego barwnika w badaniach mikroalg.

Pomiar zawarto$ci kwasow nukleinowych. Mozliwe jest badanie zawarto$ci kwasow
nukleinowych w komoérkach. W zalezno$¢ od przynaleznosci do Krolestwa (Procaryota lub
Eucaryota) oraz rodzaju i gatunku, a takze fazy cyklu rozwojowego komorki ilos¢ kwasow
nukleinowych w komorce jest r6zna. Mozliwe jest niespecyficzne wybarwianie DNA i RNA
z wykorzystaniem takich barwnikow jak PICO green, SYBR Green 11 II, SYTO 9, SYTO
13, SYTOX-green, TOTO-1, TO-PRO-1, YOYO-1 czy YO-PRO-1, ktore emituja $wiatlo
zielone. Barwniki te wykorzystane zostaty w badaniach nad r6znymi gatunkami mikroalg,
jednak wcigz brak odpowiedniej procedury uniwersalnej dla catej grupy tych organizmoéow
[Richmont, 2004; Andersen, 2005; Hyka i in., 2013]. Cze$¢ z wymienionych barwnikow
(na przyktad SYTOX-Green czy TOTO-1) przenikna¢ do komodrki moze wylgcznie wtedy,
gdy przerwana zostala cigglos¢ blony komorkowej. Zwykle oznacza to $mier¢ komorki,
a procedury takie wykorzystywane moga by¢ do detekcji komoérek zywych i martwych
w probie.

Pomiar zawartosci weglowodandéw. Glownymi cukrami zapasowymi w komorkach
alg sa skrobia, celuloza, hemiceluloza i cukry proste. Okreslenie zawarto$ci skrobi, ktora jest
glownym materiatem zapasowym w komoérkach miedzy innymi Chlorella vulgris
i Chlamydomonas reinhardtii, nie jest mozliwe 2z wykorzystaniem barwien
fluorescencyjnych. Mozliwe jest jedynie szacownie zawartosci tego polisacharydu poprzez
pomiar rozproszenia §wiatla, ktorego stopien zwigksza si¢ wraz ze wzrostem liczby granul
skrobi w komorce. Dostepny jest barwnik Calcofluor White M2R (CFW), specyficznie
wigzacy si¢ z celuloza oraz chityna, ograniczeniem w jego stosowaniu jest konieczno$é
wzbudzenia go z wykorzystaniem $wiatla ultrafioletowego, a cytometry przepltywowe
sa rzadko wyposazone w laser UV [Kwok i Wong, 2005; Kwok i Wong, 2010].

Aktywnos$¢ enzymow wewnatrzkomoérkowych. Pomiar aktywnosci komérkowej moze
si¢ odbywa¢ z wykorzystaniem wewnatrzkomorkowych esteraz, ktorych aktywnos$c
swiadczy¢ moze o ogodlnej kondycji komorek. W tym celu wykorzystywany jest dioctan
fluoresceiny (FDA) lub ester acetylometylokalceiny (Calcein-AM). Substancje te wnikajac
do komorek ulegaja hydrolizie, a produktem jest polarny zwigzek wykazujacy fluorescencje.
Procedury z wykorzystaniem tych substancji zostaly opracowane dla szeregu gatunkéw
mikroalg i z powodzeniem stosowane s3 na przyktad do monitoringu hodowli tych
organizmow [Jochem, 1999; Richmont, 2004; Hyka i in., 2013; Taylor i in., 2014].

Innym sposobem okreslenia aktywnosci enzyméw komorkowych jest wykorzystanie
barwnikow Rodamina 123 lub chlorek 5-cyjano-2,3-dietylotrazolowy (CTC). Sa one
wrazliwe na zmiany potencjatu blonowego. W komorkach zywych obserwowana jest wysoki
poziom emisji $wiatta przez te barwniki [Lee, 2008].

Przygotowywanie aksenicznych kultur i ich identyfikacja. Czgsto wymagane jest
otrzymanie czystych (aksenicznych) szczepow alg, ktore wykorzystywane sa w badaniach,
czy tez w przemySle. Tradycyjne metody izolacji, oparte na posiewach plytkowych,
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mikropipetowaniu czy izolacji pojedynczych kolonii, nie pozwalaja zwykle na izolacje
czystych kultur alg. Otrzymywane hodowle sg zwykle skazone przez bakterie. Ze wzgledu
na duzo szybszy wzrost bakterii niz alg, uzyskanie aksenicznych kultur jest niezwykle
praco- i czasochtonne. ~ Wykorzystanie sortera komérkowego sprz¢zonego z cytometrem
przeptywowym pozwala na izolacje czystych kultur, duzo wydajniej niz z uzyciem
tradycyjnych metod. Zwykle wybor komorek odbywa si¢ na podstawie sygnatu mierzacego
autofluorescencj¢ barwnikow fotosyntetycznych i parametréw morfologicznych (z uzyciem
detektorow FSC 1 SSC). Mozliwe jest wykorzystanie barwnikéw fluorescencyjnych,
na przyktad pozwalajacych okresli¢ aktywnos¢ enzymow wewnatrzkomorkowych [Crosbie i
in., 2003; Richmont 2004; Cellamare i in., 2010; Taylor i in., 2014].

Cytometria przeplywowa pozwala réwniez na sprawdzenie czystosci posiadanych,
czy wyizolowanych kultur. Z wykorzystaniem pomiaru rozproszenia wigzki $wiatta lasera
oraz poziomu autofluorescencji mozliwy jest podziat zbadanych komodrek na komorki alg
(o wysokim poziomie autofluorescencji i charakteryzujacych si¢ zdolnoscia do wigkszego
rozproszenie $wiatta) i zakazajacych je bakterii [Lee, 2008; Mendoza i in., 2008; Cellamare
i in., 2010].

Izolacja wydajnych producentdéw. Mozliwa jest izolacja pojedynczych komorek
o interesujagcych cechach, takich jak wysoka aktywno$¢ komodrkowa, wysoka zawartosé
barwnikéw fluorescencyjnych, lipidow, czy weglowodanow itd. Z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego sprzezonego z sorterem komoérek wyizolowano szczepy
Charakteryzujace si¢ wysoka produkcja fikocyjaniny. Widmo absorpcji i emisji Swiatta przez
ten barwnik jest przesunicte w stosunku do chlorofili, dlatego z uzyciem $§wiatla lasera
o diugosci 633nm, zidentyfikowano komoérki o ponadprzecigtnej zawartosci fikocyjaniny
[Lee, 2008; Mendoza i in., 2008].

Podsumowanie

Niewatpliwa zaleta aplikacji cytometrii przeptywowej jest mozliwos¢ analizy
pojedynczych komorek i izolacja tych, o pozadanych cechach. Czynnikiem limitujgcym
wykorzystanie tej metody jest konieczno$¢ standaryzacji. Czgsto wyniki, pochodzace
z roznych laboratoridw, sg rozbiezne. Ponadto przeprowadzone dotychczas eksperymenty
zwykle nie proponuja uniwersalnych metod przygotowywania, barwienia i analizy prob,
a dotycza zwykle pojedynczych gatunkéw alg. Koniecznym wydaje si¢ prowadzenie
dalszych badan nad wykorzystaniem cytometrii przeptywowej w badaniach alg, w celu
opracowania uniwersalnych i powtarzalnych procedur.
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