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Szanowni Czytelnicy!

Z przyjemnoscig przekazujemy Panstwu dziewigty numer Herbalismu. W tego-
rocznym numerze proponujemy lekture interesujacych rozwazan na wiele tematéw
tj.: analizy skladu chemicznego preparatéw zawierajacych ekstrakt z bzu czarnego
z wykorzystaniem metod spektroskopowych czy tez artykut dotyczacy wlasciwosci
antyoksydacyjnych wodnych ekstraktow z kwiatéw roslin jagodowych oraz fermen-
towanych zywych octéw owocowych.

Wyrazamy nadzieje, ze zainteresowanie Czytelnikéw wzbudzi artykut opisujacy
wplyw hesperydyny na rozwoj stresu oksydacyjnego w sercu szczurdw z cukrzyca
typu 1, a takze artykul przedstawiajacy wyniki badan wlasciwosci kosmetycznych
i dermatologicznych ekstraktu oraz fermentu z owocéw rokitnika zwyczajnego
otrzymanego w procesie fermentacji z wykorzystaniem grzyba herbacianego kom-
buchy, czy tez artykul dotyczacy gatunku Vitellaria paradoxa jako zrédla cennego
surowca stosowanego w preparatach kosmetycznych.

Wart uwagi jest takze artykul dotyczacy wartosci leczniczych i fizjoterapeutycz-
nych miodu pszczelego oraz praca dotyczaca oceny zawartosci zelaza w wybranych
platkach owsianych.

Polecamy do lektury takze prace opisujace wybrane rosliny zielarskie, przypra-
wowe i uprawne charakteryzujace si¢ cennymi wlasciwosci prozdrowotnymi.

W dziale historycznym ,,Z dziejow fitoterapii” znajdziecie Panstwo artykut ,,Jo-
hannes Treutler (1820-1892) - kontekst historyczno-kulturowy oraz posta¢ pu-
stelnika z Marianskiej Gory”, najstynniejszego pustelnika 6wczesnego hrabstwa
ktodzkiego.

Mamy nadziej¢, ze zaproponowana przez Redakcje zawarto$¢ Herbalismu
w roku 2023 przyniesie Czytelnikom poznawcza satysfakcje z przedstawionych
przez autoréw artykuldw, zas wyniki i wnioski beda Zrédlem inspiracji do konty-
nuowania badan, ktére, mamy nadziej¢, zostana zaprezentowane w kolejnych nu-
merach naszego rocznika.

Pracownikéw nauki prowadzacych badania w szeroko rozumianym obszarze
Zielarstwa, pragnacych zainteresowaé nimi naszych Czytelnikow, zapraszamy do
nadsytania tekstow, uwag uzupelniajacych prezentowane tresci, a takze gtoséw po-
lemicznych na adres redakcji. Opublikujemy je, zgodnie z nasza misja upowszech-
niania wiedzy o ziofach.

Redaktor Naczelna
Dr hab. inz. Barbara Krochmal-Marczak, prof. PANS
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Analiza sktadu chemicznego preparatow zawierajacych ekstrakt
z bzu czarnego

The analysis of the chemical composition of preparations
containing elderberry extract

Angelika Uram-Dudek', Iwona Wawer', Katarzyna Paradowska®
! Panstwowa Akademia Nauk Stosowanych w Kro$nie, Rynek 1,

38-400 Krosno, e-mail: angelika.uram@kpu.krosno.pl
2 Warszawski Uniwersytet Medyczny, Wydzial Farmaceutyczny, ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa

Stowa kluczowe: czarny bez (Sambucus nigra), witamina C, polifenole, antocyjany, UV-Vis
Keywords: elderberry (Sambucus nigra), vitamin C, polyphenols, anthocyanins, UV-Vis

Streszczenie

Bez czarny (Sambucus nigra L.) jest szeroko rozpowszechniony; jego kwiaty i owoce
to surowiec wykorzystywany w tradycyjnej medycynie oraz do suplementacji diety.
Celem pracy bylo zbadanie 5 preparatéw (o statusie suplementéw diety i prepara-
tow specjalnego przeznaczenia zywieniowego) wspierajacych uktad odpornosciowy
dzieci w wieku od 1. roku zycia i starszych, zawierajacych sok lub ekstrakt z owo-
cow bzu czarnego. Oznaczono zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych, antocyjanow
i flawonoidéw, witaminy C oraz cukréw. Do okreslenia zawarto$ci witaminy C wy-
korzystano metod¢ UV-Vis, pasmo w zakresie 245-260 nm, a do oznaczenia za-
wartosci antocyjanin z owocow bzu czarnego charakterystyczna absorpcje przy 520
nm. Najwiekszg zawartos$¢ polifenoli miala probka nr 1 - z dodatkiem soku z bzu
czarnego. Probki nr 3, 4 i 5 mialy znacznie mniejszg zawarto$¢ zwiazkow polifeno-
lowych pochodzacych z ekstraktu z owocow. Zawartos¢ witaminy C w preparacie
1 i 2 byla znacznie wigksza niz w preparatach nr 3, 4, 5, zawierajacych ekstrakty
z owocow bzu czarnego oraz aceroli. Wykonano pomiar zawartosci cukréw z zasto-
sowaniem skali Brixa. Wyniki analiz mogg by¢ przydatne w projektowaniu prepa-
ratow z dodatkami ekstraktéw z owocow bzu i naturalnych witamin wspierajacych
odpornos¢ u dzieci.

Summary

Elderberry (Sambucus nigra L.) is a widespread species, its flowers and berries have
been utilised as traditional medicine and a source of dietary supplements. The ob-
jective of this study was to compare five preparations (supplements and products of
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particularnutritional uses) forinfantsand youngchildren (from 1+ to 6+y) containing
elderberry juice or extract. The levels total polyphenols (flavonoids, anthocyanins),
vitamin C and sugars were determined. The UV-Vis spectral region 245-260 nm
was used to determine vitamin C, and characteristic maximum at 520 nm to me-
asure the content of anthocyanins. The highest content of polyphenols was found
in sample number 1, containing elderberry juice, the samples 3, 4, and 5, contain
elderberry extract with less polyphenols. The content of vitamin C is also higher in
no. 1, its sources are fruit extracts (acerola, elderberry). The samples were analysed
for the content of carbohydrates, which can easily be added to the final products
(i.e. syrups). Analysis of the data can be helpful for processing elderberry juices and
extracts and natural vitamins with immune supporting properties for children.

Wstep

Suplement diety mozna okresli¢ jako preparat, ktory jest produkowany celem uzu-
pelnienia diety, niosacy korzysci dla zdrowia ludzkiego, zawierajacy witaminy,
sktadniki mineralne, aminokwasy lub inne substancje, w tym produkty roélinne,
np. ekstrakty ziotowe. Suplementy diety sa stosowane na calym $wiecie i reprezen-
tujg szeroka kategori¢ produktéw do spozycia, ktore réznig si¢ od konwencjonalne;j
zywnosci i lekow [1]. Dzisiejsze wytyczne dietetyczne agencji zdrowia i Zywienia na
calym $wiecie obejmuja ponad 40 skladnikéw odzywczych, ktére podzielone zosta-
ty na 6 kategorii, ktére stanowia: weglowodany, thuszcze, biatka, witaminy, mineraly
i woda. Dzienne zalecenia zywieniowe dla poszczegdlnych sktadnikéw sg okreslane
jako referencyjne wartosci spozycia (DRI, w Polsce RWS).

Suplementy diety sprzedawane sa w réznych postaciach - jako tabletki, kapsulki,
proszki, ampulki doustne, tabletki musujace, czekoladki i masy, a takze w formie sy-
ropu. Wystepuja one w rozmaitych opakowaniach, rozmiarach i rodzajach, w zalez-
nosci od sposobu ich przyjmowania.

Tradycyjne ziololecznictwo jest prekursorem zaréwno stosowanych we wspot-
czesnej medycynie lekéw bazujacych na zwigzkach roslinnych (takich jak aspiryna
i morfina), jak i wspoltczesnych ziolowych suplementéw diety. Produkty ziolowe,
nalezace do najstarszych srodkow leczniczych, ciesza si¢ niestabnacg popularno-
$cig. Na podstawie badan przeprowadzonych w latach 2003-2006 zauwazono, ze
okolo 20% dorostych 0séb stosuje suplement zawierajacy co najmniej jeden sklad-
nik ziotowy [2].

Produkty majace w skladzie ekstrakty roslinne (suplementy diety czy $rodki die-
tetyczne specjalnego przeznaczenia zywieniowego) dostarczajg unikalnych sklad-
nikéw, niezbednych podczas wielu reakcji metabolicznych zachodzacych w organi-
zmie czlowieka, szczegdlnie w okresie obnizonej odpornosci czy choroby.
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Suplement diety to Zywno$¢, podobnie jak np. nabial czy warzywa, ktére row-
niez sa produktami z tej kategorii. Suplementy zawieraja wybrane substancje
odzywcze w formie skoncentrowanej, dlatego moga by¢ przyjmowane w postaci
np. tabletek, ampulek, saszetek czy syropu. Stosowane sa przede wszystkim jako
uzupelnianie normalnej diety i ewentualnych niedoboréw waznych mikrosktad-
nikéw w diecie.

Wiele sposrod nich wykazuje wlasciwosci przeciwutleniajace, czyli zdolnosci
neutralizowania reaktywnych form tlenu [3], ktérych wzrastajaca liczba powoduje
niszczenie struktur komoérkowych i jest przyczyng choréb. System ochrony czlowie-
ka przed wolnymi rodnikami stanowig antyoksydanty endogenne (enzymatyczne),
ale wazng role w zmniejszaniu uszkodzen oksydacyjnych pelnig takze antyoksydan-
ty zywieniowe. Naturalne przeciwutleniacze zawarte w owocach, warzywach oraz
ziolach odgrywaja istotng role w profilaktyce i leczeniu wielu choréb, w tym choréb
cywilizacyjnych [4].

Jedng z waznych roslin dostarczajacych zaréwno surowca zielarskiego, jak i uzy-
wanego w przemysle spozywczym jest bez czarny Sambucus nigra L. z rodziny Ca-
prifoliaceae. Preparaty otrzymywane z jego owocow oraz kwiatéw stosowane sg
m.in. do leczenia przezigbien, infekcji grypowych, stanéw zapalnych gérnych dréog
oddechowych i innych chordb, ktérym towarzyszy goraczka. Prozdrowotne wiasci-
wosci owocow bzu czarnego wynikaja z ich bogatego sktadu chemicznego, co powo-
duje, iz surowiec ten ma szerokie zastosowanie w ziololecznictwie oraz przemysle
farmaceutycznym. Za dzialanie lecznicze bzu czarnego odpowiedzialne sg gtownie
zawarte w nim flawonoidy, antocyjany i triterpeny. Bez czarny (Sambucus nigra L.)
ma dlugg histori¢ etnobotaniczng w wielu réznych kulturach jako tradycyjny $ro-
dekleczniczy. Surowiec zielarski stanowig gléwnie wysuszone kwiaty (Sambuci flos),
ponadto owoce (Sambuci fructus) oraz kora bzu czarnego (Sambuci cortex) [5]. Ba-
dania naukowe surowca z bzu czarnego (zaréwno z kwiatéw, jak i owocdw) potwier-
dzaja jego dzialania napotne, przeciwzapalne [6-8], przeciwwirusowe [9], antybak-
teryjne [10], wykrztusne, moczopedne, immunomodulujace i antyoksydacyjne.
Posiada takze dzialanie obnizajace poziom cukru we krwi oraz poziom cholesterolu
i lipidow. Jest obecnie jedng z najlepiej znanych i najczesciej uzywanych roslin lecz-
niczych na $wiecie.

Gloéwnymi sktadnikami bioaktywnymi obecnymi w owocach bzu czarnego sa:
antocyjany (gtéwnie 3-glukozyd cyjanidyny, 3-sambubiozyd cyjanidyny, 3,5-diglu-
kozyd cyjanidyny, 3-sambubiozyd-5-glukozyd cyjanidyny, 3-rutynozyd cyjanidyny,
3-glukozyd pelargonidyny oraz 3-sambubiozyd pelargonidyny), kwasy organiczne
(m.in. octowy, jabtkowy, szikimowy, walerianowy, winowy i benzoesowy) oraz wita-
miny z grupy B (B,, B,, B,, B, Bg), witamina C, a takze weglowodany (cukry proste
i pektyny) [1, 12, 13].
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W artykule przedstawiono analize sktadu chemicznego oraz poréwnano zawar-
to$¢ zwigzkéw polifenolowych, w tym zawarto$¢ monomerycznych antocyjanin,
flawonoidéw, witaminy C oraz zawarto$¢ cukrow w 5 preparatach o statusie suple-
mentéw diety wspierajacych uklad odpornosciowy dzieci w wieku od 1. roku zycia
i starszych, zawierajacych w swoim skfadzie sok lub ekstrakt z owocédw bzu czarnego.

Materiat i metody

Material badawczy stanowito 5 probek preparatow o statusie suplementéw diety
i preparatow specjalnego przeznaczenia medycznego, wspierajacych uklad odpor-
noséciowy dzieci w réznym przedziale wiekowym: od 1. do 2. roku zycia (ang. baby),
od 3. do 5. roku Zycia (ang. kids) oraz od 6. do 12. roku zycia (ang. junior), ktore
w dalszej czgsci pracy oznaczono odpowiednimi numerami. Wszystkie prébki to
preparaty w plynie, ktorych jednym z gtéwnych skladnikow jest ekstrakt z owocow
bzu czarnego. Szczegdélowy ich opis przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Zestaw badanych probek, opis cech charakterystycznych.
Table 1. Set of test samples, description of characteristic features.

Nr Zalecany przedzial ..
e 2 . Sklad na etykiecie
probki wiekowy

1 Dla dzieci od 6. do 12. Sok z owocéw bzu czarnego, co stanowi ekwiwalent 10,8 g
roku zycia owocdw bzu czarnego

) Dla dzieci od 3. do 5. Sok z owocéw bzu czarnego, co stanowi ekwiwalent 5,4 g
roku zycia owocdw bzu czarnego

3 Dla dzieci od 6. do 12. Ekstrakt z owocow bzu czarnego, co stanowi ekwiwalent 4 g
roku zycia owocdw bzu czarnego

4 Dla dzieci j od 3. do 5. Ekstrakt z owocédw bzu czarnego, co stanowi ekwiwalent 4 g
roku zycia owocow bzu czarnego

5 Dla dzieci od 1. do 2. Ekstrakt z owocoéw bzu czarnego, co stanowi ekwiwalent 4 g
roku zycia owoc6w bzu czarnego

Zrédto: badania wlasne.

Probki przed pomiarami zostaly odpowiednio rozcienczone, tak aby przeprowa-
dzi¢ pomiar spektrofotometryczny w zakresie absorbancji od 0,2 do 0,9. Nastepnie
probki odwirowywano w wiréwce laboratoryjnej MPW M-Universal przez 20 min
przy obrotach 6000 obr./min i przesaczono. Do oznaczen pobierano klarowng ciecz.
Oznaczenia spektrofotometryczne wykonywano przy uzyciu spektrofotometru
UV-Vis Genesys 180 (Thermo Scientific, USA) w temp. 20 + 2°C. Dlugosci fal poda-
no w opisach metod. Wyniki analiz przeliczano na 100 ml produktu.
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Oznaczenie catkowitej zawartosci antocyjanéw

Catkowita zawarto$¢ monomerycznych antocyjanin oznaczono z wykorzystaniem
metody réznicowanego pH wedlug Ronalda E. Wrolstadea, bazujacej na trans-
formacji tych zwiazkow z zabarwionej formy oksoniowej, ktéra dominuje przy
pH 1,0, do bezbarwnej formy hemiketalowej przy pH 4,5 [14]. Dla kazdej z pré-
bek wykonano dwa rozcienczenia, pierwsze z uzyciem buforu KCI-HCl o pH = 1,0,
a drugie z uzyciem buforu octanowego o pH = 4,5. Pomiary spektrofotometryczne
probek rozcienczonych odpowiednimi buforami przeprowadzono przy dlugosci fali
520 nm (A ) oraz 700 nm (w celu korekty zmetnienia). Zawartos¢ antocyjanin
wyrazono w przeliczeniu na cyjanidyno-3-glikozyd w miligramach na 100 ml pre-
paratu [15]. Dla kazdej probki wykonano trzy powtoérzenia pomiaru.

Oznaczanie catkowitej zawartosci polifenoli

Oznaczenie catkowitej zawartosci zwiazkéw polifenolowych zostalo wykonane me-
toda kolorymetryczng, ktéra polega na przeprowadzeniu reakcji barwnej zwigzkow
o charakterze polifenoli z odczynnikiem Folina-Ciocalteu [16, 17], a intensywno$¢
powstalego zabarwienia mierzono za pomoca spektrofotometru przy dlugosci fali A
= 765 nm. Do sporzadzenia krzywej wzorcowej zastosowano kwas galusowy, a za-
wartos$¢ zwigzkow polifenolowych ogélem wyrazano jako ilo$¢ (w mg) kwasu ga-
lusowego (GAE) w 100 ml badanego produktu [18]. Dla kazdej probki wykonano
pomiar trzykrotnie.

Oznaczenie zawartosci flawonoidéw w badanych prébkach

Catkowitg zawartos¢ flawonoidéw [TF] oznaczono spektrofotometrycznie wedlug
metodyki opisanej przez R.G. Woiskiego i A. Salationo [19]. Prébki sporzadzo-
no poprzez zmieszanie 1,4 ml wody destylowanej, 100 pl etanolowego ekstraktu,
60 pl 5% azotanu (III) sodu oraz 60 pl 10% chlorku glinu. Nastepnie termostato-
wano powstalgmieszanine w temp. 25°C (czas 5 min). Po termostatowaniu dodano
0,4 ml 1M wodorotlenku sodu w celu zalkalizowania srodowiska i dokonano po-
miaru absorbancji przy A = 510 nm. Zawartos$ci flawonoidéw obliczono na podsta-
wie réwnania otrzymanego dla krzywej wzorcowej wykonanej dla katechiny. Dla
kazdej probki wykonano trzykrotny pomiar. Otrzymane wyniki podano w mg ka-
techiny (CAE) w przeliczeniu na 100 ml syropu.

Oznaczanie zawartosci witaminy C

Pomiar zawarto$ci witaminy C w badanych prébkach przeprowadzono z wykorzy-
staniem metody spektrofotometrycznej. Probki rozcienczono, odwirowano i zmie-
rzono absorbancje przy dlugosci fali A = 262 nm. Zawartos$ci witaminy C obliczano
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na podstawie réwnania otrzymanego dla krzywej wzorcowej wykonanej dla kwasu
askorbinowego. Dla kazdej prébki wykonano trzykrotny pomiar. Otrzymane wyni-
ki podano w mg kwasu askorbinowego w przeliczeniu na 100 ml syropu.

Oznaczenie zawartosci cukru

Do pomiaru zawartosci cukru wykorzystano refraktometr z automatyczng kom-
pensacja temperatury ATAGO DR-A1 plus, o zakresie pomiarowym: 0,0-95,0° Bri-
xa i dokfadnosci 0,1%. Oznaczenia wykonywano wediug Polskiej Normy PN-EN
12143:2000. Wyniki podano w stopniach Brixa.

Analiza jakosciowa z zastosowaniem spektroskopii UV-Vis

Widma UV-Vis zostaly wykonane przy uzyciu spektrofotometru firmy Thermo
Scientific Genesys 180 w Zaktadzie Zielarstwa PANS w Kro$nie. W celu uzyskania
widm o okreslonej rozdzielczosci wszystkie probki zostaly rozcienczone rozpusz-
czalnikiem, ktérym byla woda destylowana, przy czym zastosowano takie samo
rozcienczenie dla kazdego preparatu. Roztwory zostaly poddane wirowaniu (czas
20 min, 6000 obr./min), po tym czasie probki przesaczono. Tak przygotowane prob-
ki postuzyty do zarejestrowania widma UV-Vis w zakresie od 190 do 700 nm z za-
stosowaniem kuwet kwarcowych.

Wyniki i dyskusja

Spektroskopia UV-Vis (ang. ultraviolet and visual light spectroscopy) jest jedna z naj-
bardziej rozpowszechnionych klasycznych instrumentalnych metod analitycznych.
Nalezy ona do absorpcyjnych metod spektroskopowych, wykorzystujacych promie-
niowanie o diugosci fali 100-800 nm, obejmujace zakres nadfioletu - UV oraz pro-
mieniowania widzialnego - Vis. Metoda ta pozwala zidentyfikowa¢ substancje oraz
przeprowadzi¢ oznaczanie zawarto$ci substancji absorbujacych podczas rutynowe;j
analizy laboratoryjnej, okresli¢ ich czysto$¢, a takze wyznaczy¢ strukture czasteczek
[20]. Poréwnanie widm analizowanych probek 1-5 wskazuje, Ze badane preparaty
zawieraja te same lub bardzo podobne pod wzgledem zakresu absorpcji czasteczki,
jednakze w réznym stezeniu.

Wiszystkie analizowane widma maja jednakowy ksztalt, szczegdlnie w zakresie
230-270 nm. W tym zakresie swoje maksimum ma witamina C, dla ktérej réwniez
wykonano widmo UV-Vis (na Rysunku 1 zaznaczono je kolorem zdéttym). Szerokie
pasmo w zakresie 245-260 nm jest determinantg jej obecnosci [20].

Kwas askorbinowy (bialy krystaliczny proszek lub bezbarwne krysztaly o wzorze
sumarycznym C H,O,), jak pokazujg dane literaturowe [21-23], wykazuje jedno
charakterystyczne pasmo absorpcyjne w zakresie 240-250 nm. Znaczacy wplyw na
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lokalizacje maksimum pasma absorpcji ma rozpuszczalnik oraz pH badanego
roztworu [24]. Widmo zarejestrowane przez Zenga i wsp. [22] dla roztworu kwa-
su askorbinowego w metanolu ma maksimum przy dlugosci fali réwnej 245 nm.
Dla roztworéw etanolowych maksimum w widmie zaobserwowano przy takiej sa-
mej dlugosci fali. Niewielkie pasmo absorbancji przy A = 209 nm pochodzi praw-
dopodobnie od kwasu dehydroaskorbinowego. Ta forma kwasu jest produktem
utlenienia wyjsciowego zwigzku [24]. W§rdd analizowanych prébek nie jest to
pasmo obserwowane w 3 z 6 analizowanych (probka nr 1, 2 i w czystym roztworze
witaminy C), co moze wskazywa¢ na brak produktéw utlenienia kwasu askorbi-
nowego.

Widmo UV-Vis badanych prébek
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Rysunek 1. Widma UV-Vis dla analizowanych 5 prébek vs witamina C.
Figure 1. UV-Vis spectra for 5 analyzed samples vs vitamin C.

Zrédto: badania wlasne.

Wolne rodniki s3 duzym zagrozeniem dla zdrowia, poniewaz s3 metabolizowa-
ne w organizmie czlowieka i atakuja molekuly czynne biologicznie: biatka, kwasy
tluszczowe i nukleinowe. Wynikiem ich dzialania jest uszkodzenie komorek i tka-
nek, co prowadzi do wielu choréb i przyspiesza procesy starzenia [25]. Sposobem
walki z rodnikami sg dietetyczne antyoksydanty, obecne np. w owocach bzu czarne-
go, bedace bogatym Zrédtem zwigzkéw polifenolowych. Uwaza sig, ze wlasciwosci
przeciwutleniajace polifenoli sa gtéwnie odpowiedzialne za prozdrowotny wplyw
ekstraktow roslinnych na organizm czlowieka, zatem te ekstrakty moga mie¢ zasto-
sowanie w profilaktyce oraz w leczeniu wielu schorzen wywotanych stresem oksy-
dacyjnym [26]. Czarny bez nie tylko wspiera organizm w walce z drobnoustrojami,
ale takze poprawia jego odpornos¢. Obecne w nim substancje dzialajg na komarki
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ukltadu immunologicznego. Podnoszg ich aktywnos$¢, dzigki czemu zwalczanie
patogenow jest bardziej efektywne. Za potwierdzone wiasciwosci antyoksyda-
cyjne owocodw czarnego bzu odpowiadajg przede wszystkim antocyjany, ktorych
ten surowiec jest bogatym zrodlem w poréwnaniu z innymi owocami, a stanowia
one pokazng grupe jego zwigzkéw bioaktywnych (cyjanidyno-3-glukozyd [C3G],
stanowiacy okolo 65,7% wszystkich antocyjanéw), a takze flawonoidy, flawonole
i kwasy fenolowe [12].

W pracy oznaczono zawarto$¢ dwdch grup polifenoli: flawonoidéw oraz anto-
cyjandw, jak réwniez calkowity ich zawarto$¢ w przeliczeniu na ekwiwalent kwasu
galusowego. Wyniki pomiaréw przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Catkowita zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych, catkowita zawarto$¢ monomerycz-
nych antocyjanin oraz flawonoidéw w 100 ml produktu.

Table 1. Total content of polyphenolic compounds, total monomeric anthocyanins content and
flavonoids in 100 ml of products.

Nr Calkovzllt;ez:rl?rtosc Zawarto$¢ flawonoidow Zawarto$¢ antocyjanow
probki [mg% AE/100 ml] [mg CA/100 ml] [mg/100 ml]
1 762,2+ 1,4 132,8+1,4 9,24+ 0,1
2 486,9 £ 0,7 68,3+ 0,5 1,66 + 0,1
3 311,6 £0,8 99,4+ 1,4 3,69 £ 0,15
4 397,5+ 1,0 88,7+ 1,3 1,61 + 0,08
5 343,3+0,8 84,4 0,9 1,76 £ 0,06

Zrédlo: badania wlasne.

Otrzymane wyniki oznaczen zwigzkéw bioaktywnych (zwigzkéw polifenolo-
wych, antocyjanin monomerycznych oraz flawonoidéw) dla pieciu preparatow
majacych w skladzie sok lub ekstrakt z bzu czarnego wskazuja na duze zréznico-
wanie ich zawartosci. Najwieckszg zawartoscig polifenoli, flawonoidéw oraz anto-
cyjanin odznacza si¢ probka nr 1, dla ktdrej zawartos¢ sktadnikéow przeciwutle-
niajacych niemal dwukrotnie przewyzsza zawartos¢ tych zwigzkéw w pozostatych
probkach. Tak duza zawartos¢ zwiazkow aktywnych w preparacie nr 1 w poréwna-
niu z pozostatymi prébkami prawdopodobnie spowodowana jest iloscig dodane-
go do preparatu soku z bzu czarnego, ktorg zadeklarowal producent (w skladzie:
sok z owocdw bzu czarnego, co stanowi ekwiwalent 10,8 g owocow bzu czarnego).
W produkcie nr 2 zawarto$¢ zwigzkéw aktywnych jest o polowe mniejsza. Prob-
ki nr 3, 4 i 5 wykazuja zblizong zawartos¢ zwiazkow polifenolowych (TP jak TF)
w 100 ml. Do kazdego z tych produktéw zostal dodany ekstrakt z owocéw bzu
czarnego w takiej samej ilodci (ilo$¢ ekstraktu stanowi ekwiwalent 4 g owocow
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bzu czarnego). W badaniach przeprowadzonych przez Paradowska i wsp. [15] cal-
kowita zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych w sokach z owocédw bzu czarnego mie-
$cila sie w granicach od 36,4 do 615,0 mg/100 ml, natomiast antocyjanin - od 4,12
do 189,14 mg/100 ml. Wedlug doniesien Kotodziej i Drozdzal [27] zawarto$¢ zwigz-
kéw polifenolowych w ekstraktach z owocdw bzu czarnego byla zréznicowana i wa-
hata si¢ w granicach od 26,84 do 44,8 mg/g suchej masy surowca. Podobnie duza
zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w owocach bzu otrzymali takze Jablonska-Rys
i wsp. [28] oraz Leja i wsp. [29].

Przedstawione badania oraz dane literaturowe pokazuja, ze owoce bzu czarnego
s surowcami bogatymi w zwigzki bioaktywne.

Jednym z najbardziej znanych i silnych antyoksydantéw jest witamina C (kwas
L-askorbinowy). Jest to molekuta aktywna biologicznie. Bierze udzial w wielu nie-
zwykle waznych reakcjach i przemianach, stymuluje rézne procesy biochemiczne
w organizmie [30]. Witamina C, obok polifenoli, nalezy do waznych przeciwutle-
niaczy. Jednym z cenniejszych zrédet witaminy C i innych przeciwutleniaczy sa
owoce jagodowe, w tym bez czarny [31]. Dzieki zdolno$ciom antyoksydacyjnym
kwas askorbinowy chroni komoérki organizmu przed stresem oksydacyjnym [32].
Ze wzgledu na jej wlasciwosci witamina C dostarczana jest organizmowi w formie
lekow, suplementow diety i zywnosci. Zawartos¢ witaminy C w badanych prepara-
tach przedstawiono na Rysunku 2.

Zawartos¢ witaminy C [mg/100 mi]
2000 -

1500 - P

1000 -+

_
500 A — I |
MM =
3 4 5

Numer prébki

Stezenie [mg/100 mi]

Rysunek 2. Zawarto$¢ witaminy C w analizowanych preparatach.
Figure 2. Vitamin C content for the analyzed preparations.

Zrédto: badania wlasne.

Zawarto$¢ witaminy C w preparacie 1 i 2 byla znacznie wigksza niz w preparatach
3,4, 5. W preparacie 1 jej zawarto$¢ byta najwieksza i wynosila 1622,8 mg/100 ml,
natomiast w probce 5 najmniejsza — 189 mg/100 ml. W suplementach 3, 4 oraz
5 zrodtem witaminy C jest ekstrakt z owocdw bzu czarnego oraz owocoéw aceroli.
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Duze zréznicowanie pod wzgledem zawartosci witaminy C w obrebie produktéw
najprawdopodobniej ma zwigzek z jakoscig ekstraktu zaréwno z bzu czarnego, jak
i aceroli. Jak wiadomo, sok i owoce bzu czarnego nie sa bogatym zrédtem witami-
ny C ($rednio 18 mg/100 g), podczas gdy ekstrakt z aceroli (1000 do nawet 4500
mg czystej witaminy C w 100 g owoc6éw) nalezy do najbogatszych. W preparatach
1 oraz 2 witamina C pochodzi z dwoch zrodet: z ekstraktu z owocoéw bzu czarnego
oraz z syntetycznego dodatku i stad zapewne jej wysoka sumaryczna zawartosc.

Syropy wedlug definicji Farmakopei Polskiej XI s3 preparatami wodnymi cha-
rakteryzujacymi si¢ slodkim smakiem i lepka konsystencja, przeznaczonymi do
podawania doustnego. Syropy stanowig stezone roztwory sacharozy, co najmniej
45% (m/m), badz innych cukréw lub alkoholi wielowodorotlenowych w wodzie,
wyciagach roslinnych, sokach owocowych lub ich mieszaninach. W powszechnie
stosowanym syropie prostym stezenie sacharozy wynosi 64% [33]. Tak wysoka za-
warto$¢ cukru pozwala nie tylko zamaskowa¢ nieprzyjemny smak niektérych sub-
stancji leczniczych, ale jest rowniez sposobem na przedtuzenie trwaloéci gotowego
produktu i dziala ostaniajaco, powlekajaco na btony $luzowe [34].

Do pomiaru stosunku wagi cukru i wody, w ktérej zostala rozpuszczona okre-
slona ilo$¢ cukru, stosuje si¢ stopnie Brixa. Pomiary prowadzi si¢ za pomoca
sacharymetru, ktory okresla gesto$¢ cieczy. Skali Brixa uzywa si¢ w przemysle
spozywczym do pomiaréw szacunkowej ilosci cukru w owocach i warzywach.
W badanych prébkach preparatéw wykonano pomiar zawartosci cukrow z zasto-
sowaniem tej skali.

Zawartosc cukru w stopniach Brixa

m Brix [%]

Numer prébki

Rysunek 3. Zawartos¢ cukrow w analizowanych prébkach mierzona w skali Brixa.
Figure 3. Sugar content in the Brix scale for the analyzed samples.

Zrédlo: badania wiasne.
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Zawarto$¢ cukréow w preparacie 5 byla najwieksza i wynosila 65,1 g w 100 g
produktu, natomiast w probkach 3 oraz 4 jest okolo dwukrotnie mniejsza i wynosi
odpowiednio 30,6 oraz 31,4 g na 100 g produktu. Dla prébek 1 oraz 2 producent
zadeklarowal jako glowny sktadnik preparatu syrop glukozowy, dla probki 5 - syrop
glukozowo-fruktozowy. W przypadku probek 3 oraz 4 gléwnym sktadnikiem poda-
nym przez producenta jest woda, natomiast kolejnym - syrop glukozowo-fruktozo-
wy, stad tez prawdopodobnie mniejsza zawarto$¢ cukru w tych probkach.

Podsumowanie

Spektroskopia UV-Vis pozwolita na szybkie okreslenie zawartosci witaminy C w sy-
ropach, wykorzystujac pasmo w zakresie 245-260 nm. Syropy te charakteryzowatl
intensywny ciemny kolor wynikajacy z duzej zawarto$ci antocyjanin z owocéw bzu
czarnego. Zawarto$¢ tych zwigzkow, podobnie jak polifenoli oraz flawonoidéw,
oznaczono z wykorzystaniem technik spektrofotometrycznych. Metoda UV-Vis
umozliwia wigc selektywne oznaczanie zawartosci substancji absorbujacych (anto-
cyjandw, polifenoli lub witaminy C) za pomocg analizy laboratoryjnej. Preparaty
z dodatkiem soku z owocow bzu czarnego miaty znacznie wigcej cennych zwigzkow
polifenolowych niz te zawierajace ekstrakt z owocéw. W badanych probkach prepa-
ratéw wykonano tez pomiar zawartosci cukréw z zastosowaniem skali w stopniach
Brixa, co jest dodatkowym wskaznikiem przydatnosci tych preparatow dla dzieci.
Wybrany preparat powinien by¢ smaczny, ale nie moze zawiera¢ zbyt duzo glukozy
z fruktozg.
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Summary

Plantations of rocket were watered with water treated for 30 min with low tempe-
rature, low-pressure glow plasma of low frequency (LPGP) either in the air (LPG-
PA), under nitrogen (LPGPN) or carbon dioxide (LPGPC). Watering with LPGPN
offered the lushest plants. The kind of the plasma treated water had a minor effect
on rooting of the plants. Always watering rocket provided higher yield of crops and
watering with LPGPN was the most beneficial in this respect. The watering with
the LPGP treated water, regardless its kind, decreased the level of fat in the crops by
approximately 14%. Simultaneously, it was meaningless for the level of carbohydra-
tes and slightly increased the level of proteins. All kinds of the LPGP-treated water
increased the level of chlorophyll a but LPGPA and LPGPC decreased the level of
chlorophyll b. The watering provided crops of a higher level of carotenoids, ascorbic
acid and sulphur containing compounds. Watering with LPGPN was the most be-
neficial in this respect. Such watering influenced also composition of the essential
oils extracted from the leaves. No novel components were found in the extracts but
the yield of some components was essentially influenced. Therefore, functional pro-
perties of the essential oil suitable as either a spice, flavoring agent and a cure useful
in herbal medicine and aromatherapy could be tailored.
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Streszczenie

Plantacje rukoli nawadniano wodg traktowana przez 30 min niskotemperaturowsy,
niskoci$nieniowg plazma jarzeniowa o niskiej czestosci pod powietrzem, azotem
i ditlenkiem wegla. Stosowanie wody plazmowanej pod azotem wplyneto na zwiek-
szenie biomasy rosliny. Rodzaj uzywanej wody mial niewielki wplyw na ukorze-
nienie ro$lin. Kazdy rodzaj wody zwiekszal wydajnos¢ plonéw, a stosowanie wody
plazmowanej pod azotem bylo pod tym wzgledem najkorzystniejsze. Zastosowanie
ktéregokolwiek rodzaju plazmowanej wody obnizato zawartos¢ ttuszczu w roélinach
o okolo 14%, nie mialo wplywu na zawarto$¢ weglowodanéw i minimalnie zwigk-
szalo zawartos$¢ biatka. Podlewanie upraw ktérymkolwiek rodzajem plazmowanej
wody podnosito poziom chlorofilu g, ale woda plazmowana pod powietrzem lub
ditlenkiem wegla obnizala poziom chlorofilu b. Kazdy rodzaj plazmowanej wody
zwiekszal zawartos¢ karotenoidow, kwasu askorbinowego i zwigzkéw siarkowych,
a podlewanie wodg plazmowang pod azotem dawalo najlepsze rezultaty. Nawadnia-
nie upraw plazmowanymi rodzajami wody wptywalo na sklad olejkéw eterycznych
ekstrahowanych z lisci i ich wydajnos¢. W zadnym przypadku nie stwierdzono no-
wych skladnikow w skladzie olejkéw. Nawadnianie upraw réznymi rodzajami pla-
zmowanej wody pozwala na kontrolowanie wlasciwosci olejkow stosowanych jako
przyprawy, srodki nawadniajace lub lecznicze wykorzystywane w ziololecznictwie
1 aromatoterapii.

Introduction

Rocket (Eruca vesicaria, Eruca sativa Mill.) known also as arugula is commonly
known edible leaf vegetable of a pungent, bitter flavour. Its seeds are also edible [1, 2].
The plant is consumed in form of salads and component of additive to various di-
shes. In West Asia an edible taramira oil is pressed of rocket seeds [3]. Essential
oil from the plant leaves is also available [4, 5]. Rocket is appreciated for its high
level of vitamins and such bioelements as potassium, calcium, magnesium, iron,
manganese, copper and zinc [6]. The pungent flavour of the plant is generated by
sulphur containing glucosinolates which decompose into thiocyanates and finally
into dialkylsulfides and dialkyldisulfides. These transformations are assisted by mi-
croorganisms either residing in the plant or these infecting plants on their storage
[4, 5, 7-9].

Recently [10, 11], a new kind of plasma was invented. That plasma generated
at 38°C at 5x10 mbar, 800 V, 50 mA and 10 KHz frequency (LPGP) did not break
valence bonds of the compounds exposed to it. Thus, for instance, water exposed
to LPGP in the presence of air was solely declusterized into smaller (H,O)_units
and neither perhydrol nor ozone were generated. Molecules of atmospheric oxygen
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dissolved in water were excited from its ground triplet state into excited singlet
state. Resulting small (H,0) units were stabilized by building aqueous clathrates
hosting the excited oxygen molecules [12]. Further papers on the preparation and
physicochemical properties of water treated with LPGP either in under ammonia
[13], nitrogen [14], carbon dioxide [15], methane [16] or oxygen [17] revealed
that these kinds of water better solubilize mineral and organic compounds and
corresponding solutions better permeate the cell membranes. Therefore, the LPGP-
treated kinds of water became a good vector for various solutes beneficial for
processes occurring inside the plant and animal cells [18, 19].

This paper presents an influence of watering rocket (Eruca sativa Mill.) with
water treated with LPGP in the air, under nitrogen or carbon dioxide upon the yield
of crops and their biological and functional properties including composition of
corresponding extracted essential oils.

Materials and Methods

Materials

Rocket (Eruca sativa Mill.): Seeds only for hobby gardening manufactured by
W. Legutko Breeding and Seed Company, Jutrosin, Poland, BK 1007-08302-MON,
2020 were used.

Water

Tap water from Czestochowa municipal supply system had pH 7.6, EMF = 351.8 +
0.3 mV and conductivity g = 0.444 + 0.004 mS, It contained totally 672.28 mg mine-
rals/L (193.27 mg Ca*'/L, 46.21 mg Mg*'/L, 23.18 mg Na*/L, 5.27 mg K*/L, 351.90
mg HCO,=/L, 51.20 mg SO, =/L, 6.52 mg CI'/L, 40 pg Fe/L).

Gases

Nitrogen: Nitrogen from a tank (AIR-PRODUCTS, Warsaw, Poland) was deoxyge-
nated by passing through an absorber filled with an alkaline solution of resorcinol
Carbon dioxide: pure (100%) CO, (AIR-PRODUCTS, Warsaw, Poland)

Substrate

Substrate was composed of medium size turf fraction Florabalt® Pot Medium-
Coarse (Floragard, Oldenburg, Federal Republic of Germany). The medium of
pH 5.6, contained 1.2 g/L total salts including 210 mg N/L, 120 mg P,O./L, 260 mg
K,O/L and 0.258% S. It was supplemented with multicomponent PG-Mix 18-10-20
fertilizer (1.20 kg/m?) (Yara, Oslo, Norway).
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Methods

Rocket cultivation
The monofactorial experiment was carried out from July 4th (sowing) till August 30th
(harvesting) 2021 in a greenhouse. Temperature in the greenhouse was set for 22 and
18°C during the day and night, respectively. The daytime took 16 h since the sunup.
The passing from the day into the night regime was controlled with computer. The au-
tomatic additional 16h illumination with sodium lamps was used when natural light
intensity decreased below 100 W/m?. The experiment involved three sets of trays with
24 pots each. Ten seeds of the plant were sown into every pot. In one series of expe-
riments 2 multiplates hosted 300 plants. In order to eliminate parietal effect 60 plants
on the edge of trays were left apart and, therefore, only 240 plants were harvested.
Since the experiments were run in triplicates maximum 720 plants were collected for
a given series. Plants watered with tap, non-plazmed water served as control samples.
The watering was adjusted according to tensiometer readings (Irrometer model
SR 150 mm) when soil water tension was < - 40 kPa. The plants were watered by
hand to avoid the accidental contact of water with leaves. Initially, plants consumed
totally 3L water, that is 1L per each replication in the 5 day period until March
24th. In the subsequent 1 month period the watering was intensified and the same
amount of water was administered to the plants in 3 day periods. In the final period
of breading plants were watered daily consuming the same amount of water. In such
manner the watering consumed totally 40 mL each kind water daily. The experiment
terminated on May 18th when the plants were collected. The plants were then dried
at 105°C for 4 hours to determine dry mass of the crops.

Saturation of water with a gas

Through either deionized or tap water was a stream of a given gas was bubbled for
15 min. Its flow rate depended on the volume of the water sample. In case of the 200 mL
sample it was 10 mL/min).

Treating water with LPGP

Water (200 mL) saturated with a corresponding gas was placed in 250 mL glass bottles
and free space over the liquid was additionally filled with corresponding gas. The whole
was placed in the chamber of the reactor [14] and exposed to GP for 30 min. Plasma
of 38°C was generated at 5 x 10~ mbar, 800 V, 50 mA and 10 KHz frequency. The
produced water was stored at ambient temperature in 100 mL closed teflon containers.

Estimation of crop yield
.000 1g. Weights of samples were measured with Analytical laboratory scale
RADWAG AS 220.R2 (Radom, Poland) with precision of + 0.0001 g.

22



Specific way of controlling yield and quality of crops of rocket...

Estimation of dry mass

Samples were 24 h dried at 100-105°C. Weights of samples were measured with
Analytical laboratory scale RADWAG AS 220.R2 (Radom, Poland) with precision
of+0

Estimation of ash

In a vessel weighed with the 0.0002 g precision a substance was weighed with the
same precision and the whole was inserted for 10 min into a front of an oven heated
to 815°C. Subsequently, the vessel with the sample was shifted (2 cm/min) into the
central region of the chamber. After returning the temperature of the oven to 815°C
the analysed sample was maintained inside the chamber for further 25 min. After
that time the sample was left in the open for cooling to room temperature than we-
ighed with the 0.0002 g precision.

Fat content

A sample thoroughly disintegrated in a mortar was weighed (5 g + 1 mg) then blen-
ded with anh. Na SO, (5 g) and transferred into extracting casing filling it in no
more in 3/4™ its height. The filled casing was closed with a fat-free cotton wool.
The 3 h extraction with n-hexane (200 mL) was carried out in an Soxhlet apparatus
equipped in a flask for collecting extract weighed with the + 1 mg precision. After
that time, acetone (2 mL) was added to the flask with the extract cooled to room
temperature. On blowing a stream of nitrogen the whole was slowly heated to remo-
ve acetone and n-hexane. The flask with extract was heated for 10 min in a drying
box at 103°C then left in a desiccator for cooling to room temperature followed by
weighing. The fat content (H) [g/100 g or %] was estimated using Eq. (1)

H = [(m, - m,)/m,]. 100 (1)

where

m, — mass of the sample,

m, - mass of empty extracting flask and
m, — mass of extracting flask with extract.

Protein content
The Kjeldahl method [20] was applied for the estimations.
Carbohydrate content

Mass of carbohydrates (M) was determined from Eq. (2)

M =100 g - mass of fat — mass of proteins (2)
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Chlorophyll content
Leaves of cress (200 mg) were homogenized for 2 min in a cooled mortar then
homogenized for further an additional 2 min with the acetone/ammonia
(0.05 mol/dm?) 8/2 blend (5 cm?®) cooled to 0-5°C. The extraction was continued
for 2 more min. by addition of a subsequent 5 cm® of extracting acetone/ammonia
blend. The resulting suspension of well disintegrated sample was transferred into
25 cm® measuring cylinder, the mortar was washed with extracting blend (10 cm?)
and the wash was combined with the extract. The extract was then centrifuged
for 10 min at 5000 rpm, and decanted. The volume of the extract was increased to
25 cm’® by adding the extracting blend. The experiments wererun in triplicates.

The absorbance (A) of resulting extract was taken at 470, 647 and 664 nm. The
content of chlorophylls a and b in mg/g was estimated from the Egs. (3) and (4),
respectively.

chla = 25a/m (3)

where
a=11.78 A664-2.29 A647
and m denotes the weight (mg) of the fresh plant material.

chlb = 25b/m (4)

where
b =20.05 A647 — 4.77 A664
and m denotes the weight (mg) of the fresh plant material.

Carotenoids content
The content of carotenoids (-carotene and xanthophyll) was calculated from Eq. (5).

car = 25¢//229m (5)

where
¢ =1000 A470-3.27
a — 104b and m denotes the weight (mg) of the fresh plant material.

Determination of ascorbic acid

Sample of the dried plant (1g) was disintegrated in a mortar 50 cm3 distilled water
and 5 cm 3 of 0.1M aqueous solution of potato starch added. This solution was ti-
trated with a iodine solution following paper by Al Majidi and Al Qubury [21]. The
estimations were triplicated.
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Analyses for cations

Samples were mineralized in a microwave oven (MarsXpress CEM Company, Mat-
thews, NC USA). Samples (0.5 g) were digested with nitric acid 65% analytical grade
(10 cm?). Determination of metals content was performed with atomic absorption
spectrometry with electrothermal device (AA Varian 240 instrument). A palladium
standard solution (1000 mg/dm?) was used as a modifier.

Anion analyses with ion chromatography

A DX500 micropore (2 mm) ion chromatograph with a CD20 conductivity detector
and GP40 gradient pump (Dionex, California) was used for ion separation and de-
tection. Commercially available Ionpac CG12A guard and CS12A analytical columns
(Dionex, California, USA) with carboxylic-phosphonic acid functional groups were
used for cation analysis. Ionpac AG14 guard and AS14 analytical columns (Dionex,
California) with quaternary ammonium functional groups were used for anion se-
paration. Eluents were stored in vessels pressurized at 8 p.s.i. using high purity ar-
gon (BOC gases), and flow-rates were maintained at 0.45 ml/min for anions and 0.40
cm’/min for cations using a GP40 gradient pump (Dionex, California, USA). Samples
were loaded from an AS40 automated sampler (Dionex, California, USA).

Estimation of total sulphur
The sulfur content was determined using a CHNS/O FlashSmart Thermo Scientific
analyser (Waltham, MA USA).

Preparation of samples for separation of essential oil

Leaves (1.0 - 1.5 g) were placed in 15 mL vials made of dark glass and hexane
(10 mL) was added to each vial. Extraction on ultrasonicated bath at room tem-
perature lasted 10 min. After centrifugation at 4000 rpm the samples were filtered
through a syringe PVDF 0.2 pm filter.

Separation of essential oils for determination of their yield
Samples of the plant (100 g) were steam distilled in a Deryng apparatus with a clo-
sed water circulation. The collected oils were transferred to a closed vials.

Gas chromatographic analyses

Sample (5 uL) was transferred to closed chromatographic vial and evaporated on a he-
ating plate. An Agilent 7890A gas chromatograph (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, Cf. USA) was equipped with a Supelcowax-10 30 cm X 0.32 mm X 0.25 mm
column. An injector was maintained at 270°C. Initial temperature of 40°C was
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maintained for 1 min, then rose to 220°C with a rate of 4°C/min. Helium
(0.5 cm*/min) was used as the gas. Analysed sample mass ranged from 33 to 333Da.
Temperature of the ion generator was maintained at 220°C. SPMR injections were
performed in a splitless manner. Chromatographic signals were identified by
comparison with mass spectra available in the NIST 11 library [22]. Area under
particular chromatographic peaks were calculated involving computer program
installed in the chromatograph.

Results and Discussion

Figures 1 and 2 present results of watering rocket with LPGP-treated kinds of water
upon leaves and roots of the plants, respectively.

TAP

Figure 1. Rocket watered with various kinds of the LPGP-treated water.

Source: own research.

Non-treated water LPGPA LPGPN LPGPC

Figure 2. Rooting of rocket watered with various kinds of LPGP-treated water.

Source: own research.

26



Specific way of controlling yield and quality of crops of rocket...

Results of estimations of the yield of crops are presented in Table 1.

Table 1. Quantitative characteristics of the rocket crops watered with LPGP-treated kinds of

water®.
Eetimations Non;\-;l;e;te d LPGP treated water
LPGPA LPGPN LPGPC

Number of plants 4.84+0.15a 5.02 +0.16a 5.79 £ 0.33b 5.12+0.33a
Height of plants/1 pot [cm] 38.1+4.0a 424+2.1a 51.6 + 2.4b 463 +2.4a
Total mass of plant [g] 12.52 £ 0.51a 14.27 £0.77b | 20.86 + 0.35c 15.17 £ 0.47b
Total number of leaves 362+ 1.1a 41.2 + 1.4b 453+ 1.2¢ 484 +1.1d
Number of leaves per plant 49+t 1.1a 42 +1.2b 5.1+ 14a 43+ 1.1b
Mass of stems [g] 2.53+0.13a 3.29 £0.19b 4,96 +0.31c 3.79 +0.21d
Total mass of foliage [g] 7.93 +0.39a 9.99 + 0.64b 12.08 + 0.32¢ 10.99 + 0.14d
Mass of one leaf 2.559+ 0.012a | 3.137+0.013b | 3.751 £0.012c | 3.514+0.012d

@ Average number of plants collected from triplicated experiments involving 3 x 24 trays. Each tray contained

10 seeds. Presented data were recalculated for the number of plants in one tray.

Source: own research.

Effect of watering rocket with LPGP-treated water upon fat, protein and
carbohydrate content, and content of chlorophylls, carotenoids, ascorbic acid and
sulphur compounds are given in Tables 2 and 3, respectively.

Table 2. Fat, protein and carbohydrate content in rocket watered with non-treated and LPGP-

-treated kinds of water.

Content [g/100g]
Water
Fat Protein Carbohydrates
Non-treated 0.70.01 2.6+0.02 96.7+£0.01
LPGPA 0.6+£0.01 2.8+£0.02 96.6+0.02
LPGPN 0.6+0.01 3.1+0.01 96.31£0.01
LPGPC 0.6+£0.02 2.9+0.01 96.3+£0.01

Source: own research.
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Table 3. Effect of LPGP treated water on the content of chlorophylls, carotenoids, ascorbic acid
and sulphur compounds in watered rocket.

ity iyl b Carotenoids | Ascorbic acid Sl
Water compounds
a b Total [mg/g] [mg/g] (%]
Non-treated | 1.332 +£0.016a | 0.378 £0.016a | 1.882+0.031a | 0.339 +£0.011a | 0.332 +0.016a| 0.44 +0.02a
LPGPA 1.713+0.012b | 0.359 +0.011a | 2.151 £0.012b | 0.461 +£0.011b | 0.419 +£0.009b | 0.59 +0.01b
LPGPN 1.762 £ 0.013¢ | 0.452 + 0.009b | 2.365+0.011c | 0.418 +£0.010c | 0.443 +0.015¢ | 0.93 +0.03¢c
LPGPC 1.663 +0.012d | 0.349 +£0.011a | 2.108 +0.012d | 0.477 +0.008b | 0.411 £ 0.012b | 0.83 +0.02d

Source: own research.

Estimations of dry mass, ash and total sulfur content in rocket watered with

particular kinds of water are reported in Table 4.

Table 4. Estimations of dry mass and ash in rocket watered with particular kinds of water.

Water Dry mass [g] Ash [%]
Non-treated 7.9 +0.1a 2.13+£0.02a
LPGPA 8.3+0.2b 2.32+0.02b
LPGPN 9.6 £0.1c 3.23£0.01c
LPGPC 8.9+0.1d 2.63 £ 0.02d

Source: own research.

Tables 5 collects data on bioacummulation of cations and anions in so watered

rocket.

Table 5. Bioaccumulation of cations in rocket watered with particular kinds of water.

Content [mg/100 g]
Water Cations
Na* K* Ca* Mg* Mn* Fe’*
Non-treated 28+ 1a 369 + 3a 156 * 2a 47+ 1a 0.3+0.1a 1.5+0.2a
LPGPA 29+1a 377 +2b 161+ 1b 46+ 1a 04+0.1a | 1.6+0.1a
LPGPN 29+1a 376 + 2b 163 + 1b 46 + 1a 03+0.1a | 1.8+0.1a
LPGPC 36 + 1b 387 +2¢ 167 + 1c 53 +12b 0.6+0.1ab | 2.4+0.1b
Anions
Water Cl NO.. NO:. SO PO
Non-treated | 218.13+0.01a | 0.00%0.00a | 41.23+0.01a | 119.23 +0.02a 9.16 + 0.02a
LPGPA 219.31£0.02b | 0.00 £0.00a | 41.83+0.01b | 121.32+0.01b 9.07 + 0.02b
LPGPN 221.14+0.02c | 0.02%0.01b | 46.23£0.01c | 126.22 % 0.01c 8.56 % 0.02c
LPGPC 224.11£0.02d | 0.00+0.00a | 42.53+0.01d | 120.29 +0.01d 8.96 +0.02d

Source: own research.
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Composition of essential oils extracted from so planted rocket is given in Table 6.

Table 6. Composition of essential oil collected from rocket watered with non-treated water and
water treated with glow plasma in the air (LPGPA), under nitrogen (LPGPN) and carbon dioxide
(LPGPC).

Content [%] of component in the oil from the
Peak Retention plant watered with watera
number | time [min] Cuipo.d Non-treated
water LPGPA | LPGPN | LPGPC

1 2 3 4 5 6 7

L. 21.38 Butyl isothiocyanate 0.23 - - -
2. 21.90 cis-3-Hexenyl acetate 0.31 0.03 0.16 0.09
3 2243 4,4-Dimethyl thiacyclobutane- 0.04 ~ 0.02 ~

-2-one
4. 22.63 5-Methyl hexanenitrile 0.31 - - 0.11
5. 23.30 Propanal 1.02 1.13 0.98 0.91
6. 24.38 3-Butenyl isothiocyanate 0.02 - - -
7. 24.68 Furfural 0.02 0.11 0.35 0.11
8. 25.55 iso-Hexyl isothiocyanate 0.51 0.42 0.38 0.31
9. 25.78 1-Octanol 0.26 0.28 0.38 0.11
10. 26.37 Hexyl isothiocyanate 0.11 - 0.09 -
11. 30.53 Thiophene 0.71 0.62 0.13 -
12. 30.97 2-Methyl propanoic acid 0.11 0.16 0.21 0.3
13. 31.20 Propanoic acid 0.03 - - -
14. 31.38 2-Pentanonitrile 6.25 6.11 8.68 7.56
15. 31.67 Nonadecane 0.03 - - -
16. 32.10 5-Methylthiopentanonitrile 13.58 13.78 20.39 17.43
17. 32.83 3-Methythiopropyl isothio- 051 1.23 1.6 1.49
Cyanate
18. 33.33 Eicosane 0.08 0.10 0.03 0.12
19. 35.00 Heneicosane 0.06 - - -
2. 355 | AMethylthiobutylisothioey- g, 50 6326 | 5341 | 6138
anate

21. 35.87 Eugenol 0.94 1.32 1.11 1.01
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1 2 3 4 5 6 7
2. 37.37 5 Metylthiopentyl 0.62 0.52 0.73 0.68
isothiocyanate
23. 38.33 Tricosane 0.87 0.73 0.36 0.38
24. 41.67 Pentacosane 1.32 1.12 1.23 0.78
25. 43.20 Isophytol 2.61 2.36 3.38 1.25
26. 4333 Hexacosane 0.99 0.84 0.84 0.79
27. 44.13 Myristic acid 0.06 0.03 - -
28. 45.00 Heptacosane 0.82 0.71 0.12 0.14
29. 45.28 Eicosanol 0.03 - - -
30. 46.67 Octacosane 0.18 0.18 0.14 0.13
31. 48.33 Nonacosane 1.92 1.82 1.82 1.98
32. 50.00 Triacontane 0.28 0.21 0.32 0.33
33. 51.03 Squalene 0.09 - - -
34. 51.67 Untriacontane 0.23 0.19 0.11 0.12
37. 52.58 Linoleic acid 0.31 0.32 0.22 0.22
38. 53.18 Linolenic acid 0.10 - - 0.06
39. 54.42 Oleamide 2.06 2.32 2.44 2.04
Total numer of components 39 29 30 29
Total yield of essential oil [mL/100 g dry mass] 0.2 0.2 0.2 0.2

* Total yield of essential oil = 100%

Source: own research.

In every case, watering with LPGP-treated water provided higher yield of crops
(Table 1). Evidently, watering experimental rocket plantations with LPGP-treated
kinds of water was beneficial for the yield of crops. LPGPN offered the highest yield
of crops. The data showed that watering rocket with LPGPC provided more leaves
per one plant, but they are less handsome than these observed in rocket watered with
LPGPN. Plants were lusher when watered with particular kinds of LPGP-treated
water and the watering with LPGPN was the most efficient in this respect (Figure 1).

The watering with the LPGP-treated water, regardless its kind, decreased the
level of fat in the crops by approximately 14%. It was meaningless for the level of
carbohydrates and the level of proteins slightly increased. The latter was the highest
in case of watering with LPGPN (Table 2).
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Application of the LPGP-treated water had a diverse effect upon the level of
chlorophylls, carotenoids and ascorbic acid (Table 3). Such watering always
increased the level of total chlorophylls but that effect upon the levels of chlorophylls
a and b was not parallel. All kinds of LPGP-treated water always increased the level
of chlorophyll a but LPGPA and LPGPC decreased the level of chlorophyll b.

The borders given below present effect of particular kinds of water upon the level
of carotenoids and ascorbic acid:

® carotenoids: non-treated < LPGPN < LPGPA < LPGPC

¢ ascorbic acid: non-treated < LPGPC < LPGPC < LPGPN

Thus, for achieving the crops the richest in carotenoids and ascorbic, watering
with LPGPC and LPGPN, respectively, should be recommended. Watering rocket
with LPGP-treated water appeared beneficial for formation of sulphur compounds
essential for the taste and scent of that plant. Watering rocket with LPGPN was the
most beneficial in this respect. Increased yield of crops resulted in an increase in the
dry mass of crops and ash from it (Table 4).

An increased yield of dry mass resulted from a higher content of organic
components listed in Tables 2 and 3 and bioaccumulated minerals as suggested
by an increase in the level of estimated ash. Such kind watering facilitated
bioaccumulation of sulphur compounds from the turf. Only watering rocket with
LPGPC considerably increased accumulation of cations in the crops (Table 5). It
might suggest trapping the cations by carbonic acid formed from CO, assimilated
from that water. Also bioaccumulation of anions by rocket watered with LPGP-
treated water was affected to a certain extent. One could observe bioaccumulation
of the NO, and NO, anions in the plant watered with LPGPN. This fact together
with increased level of proteins estimated in so watered rocket provided evidence
for assimilation of the nitrogen present in LPGPN and its incorporation in processes
catalysed by either enzymes or metal ions (Table 5).

Miyazawa et al. [4] isolated 67 components from the essential oil of rocket
watered with non-treated water. Among them, 25 components resided in the
concentration below 0.1%. Essential oil isolated from the plant grown in the present
studies contained 39 components at the concentration of 0.1% and above (Table 6).
The number of those components was reduced to 29, 30 and 29 in the essential oils
extracted from the plant watered with LPGPA, LPGPN and LPGPC, respectively.
That effect resulted solely from the elimination of some components residing in the
essential oil isolated from control sample. The watering with all three LPGP-treated
kinds of water did not produce any novel components absent in the control sample.
The scent of the plant and its essential oil could be modified by the effect of used
water upon the yield of components.
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Regardless the kind of applied water sulphur containing compounds constituted
the major fraction of extracted oils. That fraction contained chiefly isothiocyanates
with dominating 4-methylthiobutylisothiocyanate. There were 62.38w% of that
compound in the oil extracted from the plant watered with non-treated water.
The latter compound was accompanied by other thiocyanates present in amounts
below 1w%. 5-methylthiopentane- nitrile and thiophene (13.58 w% and 0.71w%,
respectively) completed the composition of the fraction of the sulphur containing
compounds. The yield of 4-methylthiobutylisothiocyanate could be slightly modified
by watering rocket with LPGPA. An increase by ~1% was noted. LPGPN and PGPC
decreased its content by ~10 and ~1%, respectively. Simultaneously, the yield of
5-methylthiopentanonitrile increased by ~0.2 ~7% and ~4%, respectively, and the
yield of thiophene declined in the order: non-treated water (0.71%) > LPGPA (0.62%)
> LPGPN (0.13%) > LPGPC (0%).

Apart from 10 sulphur containing components, the control essential oil contained
also 29 sulphur-free compounds. Among them propanal, 2-pentanonitrile, pentacosane,
isophytol, nonacosane and oleamide resided in amount exceeding 1.0 %.

The yield of pentacosane in the control sample declined to 1.12, 1.23 and 0.78%,
respectively. That component is toxic to animals because as cytochrome P450
liberates pentanocyanide from it . The cyanide is detoxified and excreted in urine
as thiocyanate. It resides also in Brassica species and varieties such as broccoli [23].
Its 6.25% concentration in control sample decreased to 6.11% in the essential oil
extracted from the LPGPA watered plant and increased to 8.68 and 7.56 in the oil
form the plant watered with LPGPN and LPGPC, respectively. Pentacosane is part
of the female sex pheromone of the bee A. nigroaenea, and of females of the long-
horned beetle Xylotrechus colonus [24].

The control sample of essential oil contained 2.61% isophytol, a terpenoid alcohol
that is used as a fragrance and as an intermediate in the production of vitamin E
and K1 [25, 26]. The watering plant with either LPGPA, LPGPN or LPGPC changed
the concentration of that component to 2.36, 3.38 and 1.25, respectively. Thus, the
watering rocket with LPGPN seemed to be beneficial for the plant. Nonacosane,
a hydrocarbon, occurs naturally as a component of an mosquito pheromone [25]. Its
1.92% concentration in control essential oil was practically independent of the kind
of water used for watering. The control essential oil contained also 2.06% oleamide.
In nature, that amide accumulates in the cerebrospinal fluid during sleep deprivation
and induces sleep in animals [27, 28]. For that sake it is considered as a factor for
potential treatment for mood and sleep disorders, as well as cannabinoid-regulated
depression [29]. It is one of the most frequent non-cannabinoid ingredients
associated with spice products [30].In essential oils extracted from rocket watered
with LPGPA or LPGPN the concentration of oleamide increased to 2.32 and 2.44%,
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respectively, whereas watering with LPGPC declined the yield of that compound
to 2.04%. Watering with either LPGPA, LPGPN or LPGPC increased the
concentration of eugenol from 0.94% in control extract to 1.32, 1.11 and 1.01%,
respectively. Eugenol is used as a flavour or aroma ingredient in teas, meats, cakes,
perfumes, flavourings, and essential oils [31]. It is also used as a local antiseptic and
anaesthetic [32, 33]. For that sake the use of LPGPA, LPGPN and LPGPC seemed
to be beneficial as watering with those kinds of water increased the level of eugenol
in the essential oils.

Elucidation of the mechanisms of observed effects for particular organisms
and kinds of used water requires separate studies. Undoubtedly, several factors are
involved. Among them condition of solvation of reagents, including enzymes should
be taken into account. Composition of the cells and, hence, conditions of osmosis
should also be essential. Since clathrates resulting from the LPGP treatment are
unstable in acidic media, the pH inside the cells can also be involved.

Conclusions

Watering rocket with the water treated with plasma under nitrogen provides the
most lush plant. The kind of plasma treated water had a minor effect on rooting of
the plants. Watering rocket with all kinds of plasm treated water offered higher yield
of crops and watering with water treated with plasma under nitrogen was the most
beneficial in this respect. The watering with the plasma treated water regardless its
kind decreased the level of fat in the crops by approximately 14%. It was meanin-
gless for the level of carbohydrates and slightly increased the level of proteins. All
kinds of the plasma-treated water always increased the level of chlorophyll a but
water treated with plasma in the air and under carbon dioxide decreased the level of
chlorophyll b. The watering with the plasma treated water provides crops of a higher
level of carotenoids, ascorbic acid and sulphur containing compounds. Watering
rocket with LPGPN was the most beneficial in this respect. Watering rocket with
various kinds of the plasma treated water influences the composition of the essential
oils extracted from the leaves. No novel components were found in the extracts but
the yield of some components was essentially influenced. Diverse effects of vario-
us kinds of the plasma treated water provide tailoring functional properties of the
plant and essential oil extracted from it.
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(Origanum vulgare var. hirtum) and its essential oil
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Summary

Plantations of Greek oregano (Origanum vulgare var. hirtum) were watered with water
treated for 30 min with low-temperature, low-pressure glow plasma of low frequency
either in the air, under nitrogen, carbon dioxide, methane or molecular oxygen.

The kind of the water influenced the yield and quality of crops in terms of
a number of plants, their height, total biomass, total number and mass of leaves.
Watering the plants with every kind of the plasma treated water provided essential
changes in the composition of isolated essential oil. In such manner the composition
of the essential oil could be tailored following the consumer demands, particularly
in cases of designing better cure potential for herbal medicine and aromatherapy.
The selection of particular kind of the plasma treated water for watering provides
essential oil of diverse suitability as the spice and flavouring agent. Regarding the
kind of water taken for watering always carvacrol was a dominating component of
the essential oil. Application of particular kind of treated water always changed the
yield of particular components of the oil up to a total inhibition of its formation but
never resulted in formation of novel components.
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Streszczenie

Plantacje greckiego oregano (Origanum vulgare var. hirtum) podlewano wodg trak-
towang przez 30 min niskotemperaturowa, niskoci$nieniowg plazma jarzeniowa
o niskiej czestosci pod powietrzem, azotem ditlenkiem wegla, metanem lub czaste-
czkowym tlenem.

Rodzaj wody mial wplyw na wydajnos¢ i jako$¢ plonéw wyrazona liczbg ros-
lin, ich wysokoscia, calkowita biomasg oraz liczba i masg liSci. Podlewanie roslin
kazdym rodzajem plazmowanej wody prowadzito do istotnych réznic w skladzie wy-
dzielanego olejku eterycznego. Dzieki temu mozna bedzie regulowa¢ jakos¢ olejku
stosownie do zadan konsumentdw, co jest szczegolnie istotne w przypadku ziolole-
cznictwa i aromatoterapii. Wybor rodzaju wody do podlewania pozwalal na pozyski-
wanie olejku eterycznego o odmiennych wiasciwosciach przyprawowych i nawania-
jacych. Bez wzgledu na rodzaj wody stosowanej do podlewania karwakrol byl zawsze
dominujgcym skiadnikiem olejku. Stosowanie poszczegoélnych rodzajow wody od-
miennie wplywalo tez na wydajno$¢ poszczegolnych skladnikéw olejku. Podlewanie
plazmowang wodg pozwalalo eliminowa¢ niektére skladniki olejku, ale nigdy nie
prowadzilo do pojawiania si¢ nowych.

Introduction

Invention of low-temperature low pressure glow plasma of low frequency (LPGP)
and equipment for its development [1, 2] induced a series of studies on physical,
physicochemical and chemical structure of water treated with that plasma. At tem-
perature, pressure and frequency maintained constant on the plasma generation
the time of exposure of water to glow plasma and atmosphere under which the tre-
atment was performed appeared crucial for the properties of resulting water. Thus,
series of papers was published on the structure and physical, physicochemical and
chemical properties of water treated with LPGP in the air (LPGPA) [3], under nitro-
gen (LPGPN) [4], ammonia (LPGPAM) [5], carbon dioxide (LPGPC) [6], methane
(LPGPM) [7] and molecular oxygen (LPGPO) [8].

These kinds of LPGP treated water distinguished from one another with their
macrostructure and, hence, with their functional properties. For instance, LPGPAM
was suggested as an efficient nitrogen fertilizer [5]. Macrostructure dependent func-
tional properties of LPGP-treated water were particularly extensively studied in case
of plant breeding cultivation. Wolski et al. [9] presented beneficial effect of LPGPA
on the quality and yield of crops of fodder grass. Pisulewska et al. [10] demonstra-
ted that watering peppermint with LPGPA considerably changed the composition
of extracted essential oil. The water macrostructure dependent effect of various
kinds of LPGP treated water was well demonstrated in case of watering cress [11].
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Subsequently, relevant studies focused on herbs that is, on lavender [12] and basil
[13]. The results confirmed pronounced effect of watering on the composition of
essential oil and, to a lesser extent, on the yield and quality of the crops. In this
study, Greek oregano (Origanum vulgare var. hirtum) was taken under conside-
ration to extend the understanding links between the macrostructure of water
used for watering plants and the yield as well as quality of the crops. Such stu-
dies also contribute to the knowledge of possible mechanisms of the influence
of particular kinds of LPGP treated water upon biosynthesis of the components
of its essential oil. In this paper effect of the specific modulation of the flavor is
signalized. It is based on known [14, 15] effect of associations of sensory impres-
sions. Results of those associations depend on the temperament and personality
of individual consumers.

Greek oregano [16] is one of many species of flowering plants in the mint
family (Lamiaceae). It originates from Western and Southwestern Eurasia and the
Mediterranean region but its plantations spread all over the World. It prefers a hot,
relatively dry climate, but does well in other environments.

The soil pH of 6.0 to 8.0 is beneficial [17]. Oregano is used chiefly as a culinary
herb. Its taste and aroma depend on climate, season and soil composition and even
on the drying method [18]. Over 60 different compounds have been identified in
the essential oil either or distilled from the plant.

Among them dominate carvacrol and thymol ranging to over 80% of the
total content, while p-cymene, y-terpinene, caryophyllene, spathulenol,
germacrene-D, B-fenchyl alcohol, §-terpineol limonene, pinenes and ocimene
are less abundant components [19-22].

These components are responsible for flavour and aroma of the plant.
Frequently, cold pressed oil is in use. Apart from flavouring compounds it contains
also fatty acids such as linoleic, stearic and palmitic acids in form of glycerides
responsible for the taste of the product and tocopherols acting as antioxidants
[23]. The commercial cold pressed oils from seeds undergo standardization [24].
Although Greek oregano essential oil was traditionally used in folks therapy any
clinical evidence of its beneficial influence on the human health is lacking [25].
Instead, there are warnings on its anti-disease effects [26-28].

Materials and methods
Materials
Greek oregano (Origanum vulgare var. hirtum) seeds were provided by Novisem
vegetable seed company (Baarlo, The Netherlands). It is perennial, white flowering
and extremely aromatic plant.
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Substrate

Substrate was composed of medium size turf fraction Florabalt® Pot Medium-Coar-
se (Floragard, Oldenburg, Germany). The medium had pH = 5.6, total salt 1.2 g/L,
210 mg N/L, 120 mg P,O,/L, 260 mg K O/L. It was supplemented with multicompo-
nent PG-Mix 18-10-20 fertilizer (1.20 kg/m’) (Yara, Oslo, Norway).

Water

Tap water from Bolestawiec of total hardness 129 mg/dm’ CaCO,, pH 7.1,
conductivity 334 mS/cm, Fe < 50 mg/dm’, Mn < 5 mg/dm’ and 6.93 mg/dm’
dissolved oxygen was used as the standard. That water was LPGP treated for
30 min in contact with the air following Bialopiotrowicz et al. [3] providing LPGPA
and, alternatively, treated for the same time with LGPG under nitrogen as described
by Chwastowski et al. [4], providing LPGPN. LPGPC, LPGPM and LPGPO were
prepared following methods described by Ciesielska et al. [5-7], and Chwastowski
et al. [8], respectively. LPGP of 38°C was generated at 5x10~* mbar, 800 V, 50 mA and
10 KHz frequency in a plasmothrone patented by Oszczeda et al. [1] and Reszke et
al. [2]. The produced water was stored at ambient temperature in 1L closed teflon
containers. Water used in particular experiments was stored for no more than
2 weeks.

Trays

Multiplate long life trays model QP 24RW (Herkuplast Kubern GmbH, Ering/
Inn, Germany) were used. Each of them contained was composed of 24 trays. and
24 pots, each of 230 cm’ capacity (= 140 trays per 1m?).

Methods

Greek oregano plantation

The monofactorial experiment was carried out from January 24" (sowing) till May
18" (harvesting) 2019 (harvesting) in a greenhouse at the University of Agriculture
in Cracow. The greenhouse was set for 22/18°C (day/night) temperature. The auto-
matic additional 16h illumination with sodium lamps early spring was used when
natural light intensity decreased below 100 W/m?. The experiment involved three
sets of trays with 24 pots each. Ten seeds of origanum were sown into every pot.
The watering was adjusted according to tensiometer readings (Irrometer model SR
150 mm) when soil water tension was < -40 kPa. The plants were watered by hand
manually to avoid the accidental contact of water with leaves. Initially, plants consu-
med totally 3L water, that is 1L per each replication in the 5 day period until March
24", In the subsequent 1 month period the watering was intensified and the same
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amount of water was administered to the plants in 3 day periods. In the final period
of breading the grown plants were watered daily consuming the same amount of
water. In such manner the watering consumed totally 40 mL each kind water daily.
The experiment terminated on May 18" 2019 when the plants were collected and
separated into leaves and stems. The plants were then dried at 105°C for 4 hours to
determine dry mass of the crops.

Preparation of extracts

Extracts were prepared on 30 min. grounding of the plant material (leaves and
stems) in a mortar (20 g) with 96% ethanol (100 cm®) added. Composition of
extracts was studied with gas chromatography

Separation of essential oils by distillation of dry mass of plants

Samples of the plant (leaves and stems) dried at 35°C to constant weight (1 g) were
steam distilled for 2 h in a Deryng apparatus with a closed water circulation. The
collected oils were transferred to a closed vial and stored in dry ice until analyzed.
Gas chromatographic analysis was performed within three days.

Gas chromatographic analyses

Sample of essential oil (5 uL) was transferred to closed chromatographic viol and
evaporated on a heating plate. Using gas-tight syringe gaseous sample (10 pL) was
analysed using a Bruker 436-GC gas chromatograph coupled with Bruker SCION
SQ (single quadruple, electron ionization) mass spectrometer (Durham, UK). The
estimations were duplicated.

The instrument was equipped with BR-5ms; 0.25 mm x 30 m, df = 0.25 um.
The column operated at the following temperature programme: 50°C (2 min) at
the temperature rate increase 10°C/min up to 170°C (0 min), then at 25°C to 280°C
(5 min). Dispenser, transfer line and the ion-source temperature was 300, 280 and
200°C, respectively. Sample separation was set for 1:20, helium was used as the
carrier gas. The flow of the mobile phase was 1,0 mL/min, and ionization energy
was 70 eV. Scanning was performed in the 50-500 m/z range.

Chromatographic signals were identified by comparison with mass spectra
available in the NIST 11 library [29]. Area under particular chromatographic peaks
were calculated involving CompassCDS software installed in the chromatograph.

Statistics
Average values of number of plants, height of plants, total mass of plants, total
number of leaves, number of leaves per plant, mass of stems, total mass of foliage
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and mass of one leaf and corresponding standard deviations (Table 1) were calcula-
ted for results of plantations grouped in 6 sets, each containing 24 pots.

The results were subjected to statistical interpretation, mean values and
standard errors were calculated, and the significance of the variables was
determined. Statistically significant differences between means (p < 0.05) were
evaluated using one-way analysis of variance (ANOVA) with a post hoc multiply
Duncan’s range test [30]. Moreover, the Pearson product-moment correlation
coefficients between analyzed variables were calculated. The significance level for
correlation coefficient was p = 0.05, and the number of pairs for the calculations
was N = 216. All statistical analyses were calculated using Statistica 13.3 software
(Tibco Software Inc., Palo Alto, USA).

Table 1. Quantitative characteristics of the oregano crops watered with various kinds of water
treated with low-pressure glow plasma in contact with various gases.

Plasmed watera
Estimation
Non-plasmed |\ epy LPGPN LPGPC LPGPM LPGPO
(control)
Number of plants 421+0150  |507+0.14b |549+0.02c |512+023d |479+031b |3.61£0.34e

Height of plants/1 pot cm] | 18.2+3.1a 254+34b  |286+34b | 242£18b [23.6+25ab |20.6%1.1a
Total mass of plant [g] 8.32+0.21a 9.17+0.12b | 10.04+0.12c [9.12+021b [923+023b |7.84+0.21d
Total number of leaves 84.7 % 1.6a 93.24£32b | 944£17b |894+24c [806+12d |763%1de
Number of leaves per plant | 11390332 |1327+0.25b [13.94+024c |12.82+0.14d |1245+0.14e |11.23£031a

Mass of stems [g] 1.67 £0.13a 229+021b [206+0.22b [227+0.11b |224+0.11b |[2.11+0.12b
Total mass of foliage [g] | 633+0.33a  [7.51+£0.64b [7.88+028b |[7.13£0.18b |698+022b |551+0.22¢
Mass of one leaf [g] 0.073+0.007a | 0.077 +0.009a | 0.087 + 0.005a | 0.075 + 0.008a | 0.071 £ 0.008a | 0.067 + 0.009a

*Every experiment with particular kind of water employed 24 pots. Thus, the values presented in that Table are
averages of 24 estimations. Differences in values in verses followed by identical letter differ from one another on
statistically unessential manner.

Source: own research.

Results and Discussion

Generally, watering O. vulgare with LPGP treated water considerably influenced me-
asured parameters describing the plant (Table 1). Number of plants after watering
with LPGPN increased by about 30% whereas watering with LPGPC and LGPGA
provided about 20% increase. Watering with LPGPM resulted in solely about 13%
increase in that parameter whereas watering with LPGPO reduced the number of
plant by about 15% in respect to the result of watering with non-treated water. Wa-
tering with LPGP-treated water was beneficial for height of plants. It increased by
over 55% in case of LPGPN in order to decline to about 18% in case of the appli-
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cation of LPGPO. Total number of leaves increased by approximately to 10% to 5%
after watering with LPGPN, LPGPA and LPGPC and watering with LPGPM and
LPGP) reduced it by about 5 and 10% in respect to the result collected after watering
with control water. Number of leaves per plant increased in all cases except watering
with LPGPO by between about 20 to 10% but watering with LPGPO reduced it by
about 15% in respect to control. An increase in the mass of stems, depending on
the kind of treated water used balanced between 25 and 35%. LPGPN provided the
lowest about 25% increase.

Total mass of foliage rose from about 10% for LPGPM to about 25% in case of
LPGPN. Solely watering with LPGPO reduced that mass by about 10% in respect
to the control. Only w Watering with LPGPN was beneficial in terms of all kinds of
plasmed water had a little effect upon mass of one leaf providing about 20% incre-
ase whereas no effect on this property could be noted after watering with remained
kinds of water.

The use of LPGP-treated water, except LPGPM had no effect on the yield of
extracted essential oil. It was extracted from leaves and stems. The use of LPGPM
resulted in 50% reduction of the yield of that oil in respect to its yield achieved from
the material after watering with remaining kinds of water (Table 2). In that Table only
components whose amount reaches 0.01% and above are characterized. Essential
oil extracted from material from our plantation of Greek oregano consisted of
41 components. Among them definitely dominated carvacrol constituting over
56% of the total amount of oil. Subsequent 11 components residing in the oil in
the amount 1.00% and above constituted hardly 32.88%. They were caryophyllene
(8.25%), y-terpinene (6.40%), thymol (4.43%), p-cymene (3.24%), 3-octanol
(2.38%), cis-B-terpineol (2.35%), sabinene (1.68%), trans-dihydrocarvone (1.61%),
methyl thymyl ether (1.36%), thymoquinone (1.14%) and 3-carene (1.04%).

Table 2. Composition of essential oil collected from Greek oregano watered with non-treated
water and water treated with glow plasma in the air (LPGPA), under nitrogen (LPGPN), carbon
dioxide (LPGPC), methane (LPGPM and under molecular oxygen (LPGPO).

Peak
positionin | Retention | oot | Non-treated | LPGPA | LPGPN | LPGPC | LPGPO | LPGPM
chromato- | time [min]
gram
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 7.08 B-Thujene 0.02 004 | 049 | - 027 -
2 7.7 o-Pinene 001 003 | 016 | 18 | 009 | 102
3 7.68 Camphene 001 003 | 002 | 133 - 0.72
5 822 Sabinene 168 014 | 825 | 012 | 7.09 §
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
6 8.36 1-Octen-3-ol 0.59 0.83 242 - 4.82 3.47
8 8.49 3-Octanone 0.69 0.35 0.01 - - -
9 8.60 B-Pinene 0.69 0.48 2.09 1.25 4.12 1.15
10 8.79 3-Octanol 238 0.08 - - - 1.05
12 9.05 a-Phellandrene 0.95 0.10 0.35 0.76 0.30 0.42
13 9.13 3-Carene 1.04 0.04 2.08 1.92 - 231
14 9.32 a-Terpinene 0.56 0.82 1.67 0.27 1.56 0.23
16 9.51 p-Cymene 3.24 1.21 0.05 0.28 0.06 0.79
17 9.63 D-Limonene 0.49 0.10 1.60 4.19 1.40 4.74
20 9.77 trans-B- 0.34 0.20 0.08 2.94 0.08 -
Ocimene
21 10.04 B-Ocimene 0.23 0.20 0.46 1.62 0.06 -
22 10.37 y-Terpinene 6.40 4.60 213 0.35 2.00 0.37
23 10.67 cis-B-Terpineol 235 0.51 5.95 0.62 0.35 0.90
27 11.40 Linalool 0.06 0.53 - 0.35 - 2.44
28 11.46 cis-4-Thujanol 0.20 0.19 1.35 0.35 6.20 0.97
30 12.11 Neo-allo- 0.19 0.03 0.14 0.15 0.13 0.13
ocimene
39 13.19 1,3-Dimethyl- 0.65 0.06 0.09 0.21 348 0.21
-1-cyclohexene
40 13,24 endo-Borneol- 0.32 0.57 0.07 1.28 0.07 4.54
-dupl
44 13.50 Terpinen-4-ol 0.20 0.06 0.72 0.05 0.84 0.62
46 13.80 a-Terpineol 0.65 0.07 3.11 0.35 6.28 4.65
48 13.87 Dihydroca- 0.04 0.06 0.14 - 0.15 1.24
rvone
50 14.04 trans-Dihydro- 1.61 0.07 - - 0.09 2.01
carvone
53 14.82 Methyl thymyl 1.36 0.04 3.65 - - 425
ether
59 15.08 Thymoquinone 1.14 0.64 0.01 - - -
66 16.04 Thymol 4.43 0.26 8.92 - 13.26 -
68 16.33 Carvacrol 56.32 81.32 | 4094 | 7246 31.45 44.65
71 17.05 Elixene 0.95 0.09 0.78 - 0.65 -
73 17.45 Eugenol 0.17 0.10 1.39 6.84 242 5.47
76 17.70 Carvacryl 0.06 0.10 231 - 1.08 -
acetate
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
82 18.97 | Caryophyllene 8.25 0.92 1.56 0.11 7.24 3.75
83 19.14 B-Copaene 0.02 0.04 - 0.06 - -
86 19.52 Humulene 0.54 0.18 0.06 0.04 1.68 0.51
88 19.83 Germacrene D 0.25 3.81 5.96 - - 428
89 19.99 y-Elemene 0.08 0.13 0.99 - 218 -
91 20.08 B-Bisabolene 0.75 0.92 - - 0.41 2.14
94 20.74 | 4-epi-cubedol 0.07 0.03 - - 0.15 0.12
95 20.80 Caryophylle- 0.02 0.02 - 0.27 0.04 0.85

ne oxide
Total number of components 41 41 34 26 32 30
Yield of essential oil [mL/100 g dry mass]* 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2

*Data quoted with + 0.05% precision.
Source: own research.

Thus, carvacrol was chiefly responsible for flavour and aroma of this essential
oil. However, it also introduced antimicrobial and some fungicidal properties [31].
Watering with LPGPA and LPGPC considerably increased the level of that phenol
whereas watering with LPGPN, LPGPO and particularly LPGPM reduced its level.

Caryophyllene, a sesquiterpene, is known for its anticancer and analgesic
properties [32]. Watering with LPGP-treated water decreased the original content of
that component in the essential oil (8.25%) in the order LPGPM (7.24%) > LPGPO
(3.75%) > LPGPN (1.56%) > LPGPA (0.92%) > LPGPC (0.11%). It is biosynthesized
from the common terpene precursors dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP) and
isopentenyl pyrophosphate (IPP). First, single units of DMAPP and IPP are reacted
via an SN1-type reaction with the loss of pyrophosphate, catalyzed by the enzyme
GPPS2, to form geranyl pyrophosphate (GPP). This further reacts with a second
unit of IPP, also via an SN1-type reaction catalysed by the enzyme IspA, to form
farnesyl pyrophosphate (FPP). Finally, FPP undergoes QHSI enzyme-catalysed
intramolecular cyclization to form caryophyllene [33].

y-Terpinene was a subsequent component in the order arranged according to its
decreasing content in the essential oil. That terpene exhibits antimicrobial properties
against various human pathogens [34]. Watering with LPGP-treated water reduced
the content of this terpene in the order: control (6.40%) > LPGPA (4.10%) > LPGPN
(2.13%) > LPGPO (2.00%) > LPGPM (0.37%) > LPGPC (0.35%).

Apart from a pleasant aromatic scent, thymol, a monoterpenoid phenol, intro-
duced to the essential oil strong antiseptic properties. Hence, it is used as medical
disinfectant and non-persisting pesticide [35, 36]. Watering the plant with LPGPO
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tremendously increased the content of this compound in the essential oil from 4.43%
in control to 13.26%. Also watering with LPGPN doubled the initial concentration
therein. LPGPA strongly decreased the content of thymol to 0.26% and watering
with either LPGPC or LPGPM completely inhibited formation of thymol.

p-Cymene, the aromatic hydrocarbon contributes to the aroma of the essential
oil. It can be dangerous for human health [37, 38]. Watering with the LPGP-treated
water considerably but not completely inhibited biosynthesis of that compound.
LPGPN and LPGPO were the most efficient in this respect.

3-Octanol is used chiefly as a fragrant compound. Although slightly irritating at
higher concentration it is safe in use [39]. Its concentration in control sample (2.35%)
was significantly reduced when the plant was watered with LPGPM and LPGPA to
1.05% and 0.68%, respectively, and totally inhibited by watering with LPGPN, LPGPC
and LPGPO.

cis-p-Terpineol, the terpene alcohol is used as a fragrant component. It isabsorbed
by skin, therefore, it is irritating at higher concentration. At low concentration it is
safe in use [40]. Watering the plant with LPGPN increased the yield of that terpene
by about 120% whereas the watering with other kinds of the LPGP-treated water
considerably but not completely inhibited its biosynthesis and, hence, reduced its
content in the essential oil.

Sabinene is one of the chemical compounds that contribute to the spiciness of
black pepper [41]. In Greek oregano its biosynthesis was strongly promoted by
watering its plantation with LPGPN and LPGPO lifting its content from 1.18% in
control to 8.25 and 7.09%, respectively. Watering with LPGPA and LPGPC reduced
the sabinene content to slightly over 0.10% and watering with LPGPM completely
eliminated sabinene from the essential oil.

trans-Dihydrocarvone, terpene of a medium intensity strength of aroma should
not be used for fragrance and flavouring [42]. Its biosynthesis is stimulated when
the plant was watered with LPGPM and strongly inhibited by watering with other
LPGP-treated kinds of water.

Methyl thymyl ether is appreciated for its burnt, smoky, and woody tasting.
It causes skin, eye and respiratory tracts irritation [43]. Watering the plant with
LPGPN and, particularly with LPGPM strongly promoted its biosynthesis whereas
LPGPA, LPGPC and LPGPO inhibited it.

Thymoquinone, a component considered as useful in treating cancer [44, 45]
resided in the essential oil extracted after watering the plant with non-treated water
(control) in the amount of 1.14%. Watering with either LPGPA or LPGPN reduced
the amount of that component to 0.64 and 0.01%, respectively, whereas watering
with remained kinds of water under study completely inhibited formation of that
component.
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The last in the order 3-carene is reported as useful in relieving inflammation
related to arthritis or fibromyalgia and boosting bone health, subsequently
benefitting people with osteoporosis, osteoarthritis, or other bone diseases. It is
also suggested as memory stimulating terpene [46, 47]. The plant watering with
LPGPM, LPGPN and LPGPC stimulated biosynthesis of that terpene whereas
LPGPA and LPGPO inhibited its formation.

Insight in Table 2 shows that watering plantations with various kinds of LPGP-
treated water did not provide any novel component of the essential oil which would
be absent in the oil from the control plantation.

Separate studies are required to explain mechanisms of biosynthesis of particular
components of the essential oil. Some speculations on that subject were presented
in our earlier papers [12, 13]. Recently Krause et al. [48] presented the course
of biosynthesis of thymol and carvacrol. It involved the cyclization of geranyl
diphosphate to y-terpinene, followed by a series of oxidations via p-cymene. That
finding could rationalize an increment of the carvacrol content and simultaneously
decrease of some other components in the essential oil isolated from the plant
watered with LPGPA. This water contained singlet oxygen as guests of aqueous
clathrates. On decomposition of LPGPA clathrates, singlet oxygen turned in the
triplet oxygen molecules providing the medium of oxidative properties and, hence,
supporting biosynthesis of carvacrol . An increase in the yield of biomass from
the plants watered with LPGPN and LPGPC could be rationalized in terms of
the content of the molecules of nitrogen and carbon dioxide, respectively, in their
excited states. These molecules were incorporated by the plant for biosynthesis of
proteins as presented in our earlier papers [12, 13].

Conclusions

Watering plantations of Greek oregano influences the yield and quality of the crops
as well as composition of essential oil isolated from the dried plant. The effect of
watering depends on the method of the treatment of water with glow plasma. The
selection of particular kind of the plasma treated water for watering provides essen-
tial oil of diverse suitability as the spice, flavouring agent and also a potential mean
applicable from the point of view of herbal medicine and aromatherapy. Regarding
the kind of water taken for watering always carvacrol was a dominating component
of the essential oil. Never Application of particular kind of treated water always
changed the yield of particular components of the oil up to a total inhibition of its
formation but never resulted in formation of novel components. Separate studies
are required to explain mechanisms of biosynthesis of particular components of the
essential oil.
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Wptyw hesperydyny na rozwoj stresu oksydacyjnego w sercu
szczurow z cukrzyca typu 1

Effect of hesperidin on the development of oxidative stress
in the heart of type 1diabetic rats
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Streszczenie

W przebiegu cukrzycy obserwuje si¢ hiperglikemie, ktdra jest jedng z przyczyn
rozwoju stresu oksydacyjnego uszkadzajacego rézne tkanki i narzady organizmu,
w tym serce. Suplementacja zwigzkéw pochodzenia roslinnego o wiasciwosciach
antyoksydacyjnych moze by¢ skuteczng metoda zapobiegania powstawaniu stre-
su oksydacyjnego. W niniejszym badaniu okreslono role flawonoidu hesperydyny
na parametry stresu oksydacyjnego w tkance serca w przebiegu cukrzycy typu 1.
W tym celu hesperydyne w dawkach 50 i 100 mg/kg podawano per os przez
28 dni samcom szczurdéw szczepu Wistar, u ktérych wywotano cukrzyce poprzez
wstrzyknigcie dootrzewnowe streptozotocyny. U gryzoni z cukrzyca wykazano
wzrost aktywnosci katalazy, peroksydazy glutationowej oraz zawartosci aldehydu
dimalonowego w sercu. Zastosowanie hesperydyny w obu dawkach spowodowalo
spadek aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej, zmniejszenie zawartoéci aldehydu
dimalonowego, natomiast efektem wyzszej dawki flawonoidu bylo takze obnizenie
catkowitego statusu oksydacyjnego polaczone ze wzrostem calkowitej odpowiedzi
antyoksydacyjnej. Mozna stwierdzi¢, ze hesperydyna tagodzi zaburzenia réwnowa-
gi oksydoredukcyjnej w tkance serca w przebiegu cukrzycy typu 1.

Summary

In the course of diabetes, hyperglycemia is observed, which is one of the reasons
for the development of oxidative stress that damages various tissues and organs of
the body, including the heart. Supplementation of plant-derived compounds with
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antioxidant properties can be an effective method of preventing oxidative stress. In
this study, the effect of the flavonoid hesperidin on the oxidative stress parameters
in the heart tissue in the course of type 1 diabetes was determined. For this purpose,
hesperidin at the doses of 50 and 100 mg/kg was administered per os for 28 days
to male Wistar rats, in which diabetes was induced by an intraperitoneal injection
streptozotocin. Diabetic rodents showed an increase in the catalase, glutathione pe-
roxidase activities and dimalonaldehyde content in the hearts. The use of hesperidin
at both doses resulted in a decrease in the activity of superoxide dismutase, a de-
crease in the content of dimalonaldehyde, while the higher dose of this flavonoid
also resulted in a decrease in the total oxidative status combined with an increase in
the total antioxidant response. It can be concluded that hesperidin alleviates redox
imbalances in heart tissue in the course of type 1 diabetes.

Wstep

Wedlug danych udostgpnionych przez International Diabetes Federation (pol.
Migdzynarodowa Federacja Diabetologiczna) na cukrzyce (lac. diabetes mellitus)
zachoruje 67 mln Europejczykow w 2030 r., za$ w ciggu kolejnych 15 lat prognozo-
wane jest 69 mln nowych przypadkéw zachorowan. W tym czasie prawdopodobnie
okoto 36% diabetykéw nie bedzie $wiadomych, ze cierpi na cukrzyce. Na podsta-
wie dostepnych danych epidemiologicznych mozna stwierdzi¢, ze cukrzyca staje si¢
coraz bardziej powszechng chorobg metaboliczng o ogromnych konsekwencjach
spolecznych, zdrowotnych oraz ekonomicznych [1]. Warto zauwazy¢, ze cukrzyca
nie jest schorzeniem jednorodnym. Pod tym terminem kryje si¢ wiele wariantéw
tej choroby, w ktérych dominuje typ 1 i 2. Cukrzyca charakteryzuje si¢ przewlekla
hiperglikemig, ktéra wynika z deficytu insuliny, insulinoopornosci tkanek badz in-
sulinopenii potaczonej z obnizong wrazliwosécia tkanek organizmu na insuline [2].
Powoduje u pacjentéw liczne powiktania sercowo-naczyniowe, w tym niewydol-
no$¢ serca, niezaleznie od makronaczyniowych powiktan, takich jak nadcisnienie
tetnicze, choroba wiencowa oraz miazdzyca [3]. Coraz wigksza liczba przeprowa-
dzanych eksperymentéw sugeruje, ze w przebiegu cukrzycy dochodzi do nadpro-
dukcji wolnych rodnikéw w sercu, przy jednoczesnym uposledzeniu endogennych
mechanizméw obronnych [4-6]. Obecnie brakuje skutecznych terapii, ktére mozna
wdrozy¢ w poczatkowej fazie cukrzycy, aby zmniejszy¢ ryzyko wystapienia powi-
kfan narzadowych [7, 8].

Z tego powodu przeprowadza si¢ wiele badan eksperymentalnych dotyczacych
nowych metod zapobiegania i leczenia komplikacji cukrzycowych, w ktérych takze
bada si¢ niektore zwigzki pochodzenia roslinnego posiadajace wlasciwosci antyok-
sydacyjne [9].
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Rysunek 1. Wz6r strukturalny hesperydyny.
Figure 1. Structural formula of hesperidin.
Zrédlo: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10621.

Hesperydyna jest zwigzkiem chemicznym zaliczanym do flawonoidéw. Znajdu-
je si¢ przede wszystkim w skérce owocdw cytrusowych, a zwlaszcza pomaranczy
gorzkiej (Citrus aurantium), pomaranczy Hassaku (Citrus hassaku) i mandaryn-
ki Satsuma (Citrus unshiu) [10]. Obecne wyniki badan wskazujg, ze hesperydyna
moze mie¢ korzystny wplyw na uklad sercowo-naczyniowy [11-15]. W modelu
niedokrwiennego uszkodzenia reperfuzyjnego hesperydyna hamowala generowanie
wolnych rodnikéw, wzmacniala endogenne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej
oraz zapobiegata zmianom patologicznym w cytoarchitektonice tkanki serca [11].
Za$ u szczuréw z kardiotoksycznoscia wywolang jednocze$nie przez streptozotocy-
ne i izoproterenol zaobserwowano wzrost aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych
oraz zwiekszone stezenia bialek PPAR i Bcl-2 polaczone ze spadkiem stezenia Bax po
podaniu niniejszego zwigzku [12]. Udokumentowano, ze wysokie dawki hesperydy-
ny (200 mg/kg, per os) maja dzialanie hipotensyjne u szczuréw z samoistnym nad-
ci$nieniem tetniczym [13-15]. Doniesiono takze, ze hesperetyna (aglikon hespery-
dyny) pozytywnie wplywa na uktad naczyniowy [16], hamuje agregacje plytek krwi
indukowang kwasem arachidonowym [17] oraz dziata kardioprotekcyjnie [18, 19].
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Hesperydyna chroni przed stresem oksydacyjnym, hamuje proces apoptozy poprzez
ochrone¢ mitochondriéw, a takze dziata hipoglikemizujgco oraz hipolipemizujaco
w cukrzycy typu 1 [10, 15, 20]. Na podstawie dostepnej literatury mozna stwierdzi¢
réwniez, ze powyzszy zwigzek wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne, przeciwzapal-
ne oraz mukoprotekcyjne [10, 15]. Ma szeroko pojete wlasciwosci przeciwtoksyczne,
wlaczajac w to dziatanie hepatoprotekcyjne i nefroprotekcyjne [15].

W niniejszym eksperymencie okreslono role hesperydyny w rozwoju stre-
su oksydacyjnego w sercu szczuréw szczepu Wistar z wywolang cukrzyca typu 1.
W tym celu oznaczono poziom markeréw stresu oksydacyjnego oraz okreslono wy-
dolnos¢ systemu antyoksydacyjnego. Ponadto oszacowano stres oksydacyjny w ser-
cu poprzez zbadanie calkowitego stanu oksydacyjnego wraz z catkowita odpowie-
dzig antyoksydacyjna.

Materiat i metody

Zwierzeta laboratoryjne

Dokonano tygodniowej aklimatyzacji 3-miesiecznych samcéw szczuréw szczepu
Wistar w docelowym pomieszczeniu, gdzie panowala stala temperatura otoczenia,
wynoszgca 21 + 2°C oraz 12-godzinny cykl $wiatlo/ciemno$¢. Zwierzeta otrzymy-
waly standardowa karme hodowlang (Labofeed B, Wytwdrnia Pasz ,,Morawski’,
Kcynia) i wode ad libitum. Projekt eksperymentu zostal zatwierdzony przez Lokal-
ng Komisje Etyczng dzialajacg przy Slagskim Uniwersytecie Medycznym w Katowi-
cach (zgoda nr 36/2015). Szczury zostaly kupione w Centrum Medycyny Doswiad-
czalnej SUM w Katowicach.

Wywotanie cukrzycy typu 1

W niniejszym badaniu wykorzystano model cukrzycy typu 1, ktéry jest dobrze
scharakteryzowany w dostepnej literaturze [21-23]. W tym celu podano jedno-
razowy, dootrzewnowy zastrzyk zawierajacy streptozotocyne (STZ) rozpuszczong
w buforze cytrynianowym (0,1 M, pH 4,5) w dawce 60 mg/kg. Stezenie glukozy
we krwi oznaczono za pomocg glukometru (MicroDot, Glukopharma) po uptywie
2 tygodni po iniekcji STZ. Gryzonie umieszczano w przygotowanym poskromie.
Nastepnie pobierano krew z koncéwki ogona. Jezeli warto$ci pomiaréw stezenia
glukozy przekraczaly 200 mg/dl, to uznawano, ze u szczuréw wystapila cukrzyca
i kwalifikowano je do dalszej cze$ci doswiadczenia [21, 22].

Projekt eksperymentu

Zwierzeta laboratoryjne byly podzielone na 4 grupy:
* grupa I (K): zdrowe szczury otrzymujace wode,
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¢ grupa II (DM): szczury z cukrzycg typu 1 otrzymujace wode,

¢ grupa III (DM+Hes50): szczury z cukrzycy typu 1 otrzymujace hesperydyne
w dawce 50 mg/kg per os,

¢ grupa IV (DM+Hes100): szczury z cukrzycg typu 1 otrzymujace hesperydyne
w dawce 100 mg/kg per os.

Na koniec eksperymentu liczba szczuréw wynosita odpowiednio: n + 9 dla gru-
py C,n + 8 dla grupy DM, n + 9 dla grupy DM+Hes50, n + 8 dla grupy DM+Hes100.
Woda oraz hesperydyna w obydwu dawkach byly podawane przy uzyciu zglebnika
zoladkowego codziennie przez okres 4 tygodni. Po uptywie 28 dni dokonano euta-
nazji szczuréw w znieczuleniu ogélnym.

Do tego celu zastosowano mieszanine 2 zwigzkdéw wykorzystywanych w ane-
stezji: ketamine (Ketamina 10%, Biowet Pulawy, Pulawy) oraz ksylazyne (Xylapan,
Vetoquinol Biowet, Gorzow Wlkp.) w dawkach 87,5 i 12,5 mg/kg. Gdy zwierzeta
zostaly u$pione, pobrano krew przez naklucie serca, a nastepnie przystgpiono do
pobrania serc oraz okreslenia ich wagi.

Uzyskiwanie homogenatow serca do analizy biochemiczne;j

Pobierano fragmenty serca, ktére homogenizowano w 10 mM buforze PBS w celu
uzyskania 10% (obj./wag.) homogenatéw. Uzyskane homogenaty wirowano w wi-
réwce MPW-352R (10 000 x g, 4°C, 15 min). Supernatanty zabezpieczono do ozna-
czen biochemicznych poprzez natychmiastowe zamrozenie.

Analiza biochemiczna
Do pomiaréw wykorzystano czytnik mikroptytek Tecan Infinite M200 PRO (Tecan
Group Ltd., Ménnedorf, Szwajcaria) z oprogramowaniem Magellan 7.2.

Pomiar stezenia biatka w homogenatach serca

Stezenie bialka oznaczono metodg opisang przez O.H. Lowryego i wsp. [24]. Po-
miar zostal wykonany w celu standaryzacji otrzymanych wartosci aktywnosci enzy-
moéw antyoksydacyjnych i zawarto$ci zaawansowanych produktéw utleniania biatek
(AOPP).

Pomiar aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych

Do oceny aktywnosci enzymatycznej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy
(CAT) oraz peroksydazy glutationowej (GPx) zastosowano komercyjne zestawy
odczynnikowe produkowane przez firme Cayman (Cayman Chemicals, AnnArbor,
MI, USA).
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Oznaczenie markeréw uszkodzen oksydacyjnych: dialdehydu malonowego (MDA),
AOPP oraz stezenia witaminy C

MDA, AOPP okreslono zgodnie z metodami opracowanymi przez J.A. Buege i wsp.
[25], V. Witko-Sarsat i wsp. [26], za§ witamine C oznaczono, wykorzystujac do tego
protoko! przedstawiony przez S.K. Jagote i wsp. [27].

Ocena zawartosci glutationu

Zawarto$¢ glutationu catkowitego (tGSH), utlenionego (GSSG) oraz zredukowa-
nego (GSH) w sercu zbadano za pomoca komercyjnego zestawu odczynnikowego
Cayman (Cayman Chemicals, AnnArbor, MI, USA).

Oszacowanie stresu oksydacyjnego poprzez zbadanie catkowitego statusu
oksydacyjnego (TOS) wraz z catkowitq odpowiedzig antyoksydacyjng (TAR)
Wartosci TAR i TOS w tkance serca zostaly okreslone zgodnie z metodami przed-
stawionymi przez O. Erela [28, 29].

Analiza statystyczna

Uzyskane wartosci parametréw przedstawiono jako $rednig + blad standardowy
$redniej (SEM). W analizie statystycznej wykorzystano jednoczynnikowg analize
wariancji (test one-way ANOVA), a nastepnie test post-hoc NIR. Wyniki uznawano
za istotne, w przypadku gdy warto$¢ p < 0,05. Do obliczen wykorzystano program
komputerowy Statistica 13.3 software (TIBCO Software Inc.). Przedstawione wyni-
ki sg czgscig duzego projektu badawczego, dlatego uzyskane wartosci dla grupy C
i DM sg takie same jak w opublikowanym wczesniej artykule [30].

Wyniki

Wptyw hesperydyny na aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych

Aktywnoé¢ SOD w sercu szczuréw kontrolnych (grupa K) wynosita 3,99 + 0,49 U/
mg biatka. U szczuréw z cukrzycg (grupa DM) aktywno$¢ SOD w badanym narza-
dzie nie byla istotnie r6zna w poréwnaniu do wartosci zaobserwowanej w grupie K.
Aktywnos¢ SOD w sercu szczuréw otrzymujacych hesperydyne w dawce 50 mg/kg
(DM+Hes50) i w dawce 100 mg/kg (DM+Hes100) byla istotnie mniejsza (p < 0,05)
w odniesieniu do aktywnosci tego enzymu zaobserwowanej w grupie DM. W ser-
cu szczuréw z grupy K aktywnos¢ CAT wynosita 8,71 + 1,20 nmol/min/mg bialka.
Aktywnos¢ CAT odnotowana w sercu szczuréw z grupy DM w poréwnaniu do gru-
py K byla istotnie wigksza (p < 0,01). U szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100
aktywnos¢ CAT w badanym narzadzie nie ulegta zmianie w poréwnaniu
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do aktywnosci katalazy obserwowanej w sercu szczuréw z grupy DM. U szczuréw
z grupy K aktywnos¢ GPx w sercu wynosila 127,55 + 6,44 nmol/min/mg biatka.
Aktywno$¢ GPx zmierzona w sercu szczurdw w grupie DM w poréwnaniu do gru-
py K byla istotnie wigksza (p < 0,01). Aktywnos¢ GPx w sercu u szczuréw z grup
DM+Hes50 i DM+Hes100 nie ulegla zmianie w poréwnaniu do aktywnosci GPx
w sercu szczuréw z grupy DM.

Tabela 1. Wplyw hesperydyny na aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych SOD, CAT i GPx
w sercu szczuréw z cukrzycg typu 1.

Table 1. Effect of hesperidin on the activity of antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx in the
heart of rats with type 1 diabetes.

Rodzaj parametru K DM DM-+Hes50 DM+Hes100
SOD
, 3,99 +0,49 4,90 + 0,36 3,49 + 0,36# 3,37 +0,39#

(U/mg biatka)
CAT (nmol/min/mg 8,71 +1,20 2575 +571% | 24,55+3,07* | 20,90 + 3,40*
biatka)
GPx (nmol/min/mg | 1,7 oo\ 61y | 1612549,13% | 14998+942 | 159,79 9,53
biatka)

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM.

*p<0,05

** p < 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)
*p < 0,05 - statystycznie istotne roznice w odniesieniu do wynikow uzyskanych u szczuréw z cukrzycg (grupa DM)

Zrédlo: badanie wiasne.

Wptyw hesperydyny na zawartosc tGSH, GSH i GSSG
i wspotczynnik GSH/GSSG

Zawarto$¢ tGSH w sercu szczuréw z grupy K wynosita 223,10 + 6,77 uM/g tkanki.
Zawarto$¢ tGSH w grupie DM w poréwnaniu do grupy K nie ulegla zmianie w ba-
danym narzadzie. U szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100 zawartos¢ tGSH
nie réznila si¢ istotnie od wyniku uzyskanego u szczuréw z grupy DM.

W grupie K zawartos¢ GSH w sercu wynosita 112,32 + 4,56 uM/g tkanki.
U szczuréw z grupy DM zawarto$¢ GSH w sercu nie réznila sie w stosunku do
grupy K. Zawarto$¢ GSH w sercu szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100 nie
ulegla zmianie w poréwnaniu do wartosci uzyskanych dla szczuréw z grupy DM.

W sercu szczuréw z grupy K zawarto$¢ GSSG wynosita 110,78 + 2,79 uM/g tkan-
ki. U szczuréw z grupy DM zawartos¢ GSSG w analizowanym narzadzie nie réznita
sie istotnie statystycznie od wyniku uzyskanego w grupie K. U szczuréw z grup
DM+Hes50 i DM+Hes100 zawarto$¢ GSSG w sercu nie ulegta zmianie w poréwna-
niu do szczuréw z grupy DM.
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W sercu szczuréw z grupy K wspétczynnik GSH/GSSG wynosit 1,014 + 0,029.
Wspotczynnik GSH/GSSG wyliczony dla serc szczuréw z grupy DM byt podobny
do wyniku otrzymanego dla grupy K. U szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100
wspodtczynnik GSH/GSSG w sercu nie ulegt zmianie w poréwnaniu do wartosci
otrzymanej u szczurdéw z grupy DM.

Tabela 2. Wplyw hesperydyny na stezenie tGSH, GSH i GSSG oraz na wspotczynnik GSH/GSSG
w sercu szczuréw z cukrzycg typu 1.

Table 2. Effect of hesperidin on the concentration of tGSH, GSH and GSSG and on the GSH/
GSSG ratio in the heart of rats with type 1 diabetes.

Rodzaj parametru K DM DM-+Hes50 DM+Hes100
tGSH
. 223,10+ 6,77 210,88 + 29,01 252,45+ 4,35 237,27 +6,18
(uM/g tkanki serca)
GSH
. 112,32 + 4,56 120,41 + 7,87 126,21 + 3,42 125,55 + 2,36
(uM/g tkanki serca)
GSSG . 110,78 + 2,79 116,65 + 2,78 119,67 + 1,66* 117,95 £ 1,34*
(uM/g tkanki serca)
GSH/GSSG 1,014 + 0,029 1,015 + 0,050 1,054 £ 1,66 1,071 + 0,021

Wyniki przedstawiono w postaci éredniej arytmetycznej + SEM.
*p < 0,05 - statystycznie istotne roznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczurédw kontrolnych (grupa K)

Zrédlo: badanie wlasne.

Wptyw hesperydyny na zawartos¢ MDA, AOPP
i witaminy C
Zawarto$¢ MDA w sercu szczuréw z grupy K wynosita 31,60 + 1,67 umol/g tkan-
ki. Zawarto§¢ MDA w sercu w grupie DM w poréwnaniu do grupy K byla istot-
nie wigksza (p < 0,01). Zawarto§¢ MDA w sercu szczuréw z grup DM+Hes50 oraz
DM-+Hes100 byla istotnie mniejsza (p < 0,01) w odniesieniu do grupy DM.

U szczuréw z grupy K zawartos¢ AOPP w sercu wynosila 1,80 + 0,08 nmol/mg
biatka. W sercu szczuréw z grupy DM zawarto$¢ AOPP nie roznila si¢ w porow-
naniu do warto$ci odnotowanej w grupie K. Zawarto$¢ AOPP w sercu szczuréw
z grup DM+Hes50 i DM+Hes100 nie byla istotnie rézna od wynikéw uzyskanych
u szczurdw z grupy DM.

W sercu szczuréw z grupy K zawarto$¢ witaminy C wynosita 1,998 + 0,110 nmol/mg
biatka. W grupie DM zawarto$¢ witaminy C w badanym narzadzie nie rdéznila si¢
istotnie w poréwnaniu do grupy K. Zawartos¢ witaminy C w sercu szczuréw z grup
DM+Hes50 i DM+Hes100 nie ulegla zmianie w odniesieniu do warto$ci odnotowa-
nej dla tego parametru w grupie szczuréw DM.
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Wykres 1. Wptyw hesperydyny na stezenie MDA w sercu szczuréw z cukrzyca typu 1.
Figure 1. Effect of hesperidin on MDA concentration in the heart of rats with type 1 diabetes.

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM.

**p < 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)
#*p < 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw z cukrzycg (grupa DM)
Zré6dto: badanie wiasne.

Tabela 3. Wplyw hesperydyny na stezenie AOPP i witaminy C w sercu szczurdw z cukrzycg typu 1.
Table 3. Effect of hesperidin on the concentration of AOPP and vitamin C in the heart of rats
with type 1 diabetes.

Rodzaj parametru K DM DM +Hes50 DM +Hes100
AOPP . 1,80 + 0,08 2,30£0,10 1,99 £ 0,19 1,83 +0,17
(nmol/mg biatka

Witamina C (ug/g tkanki

1,998 £ 0,110 1,867 £ 0,125 2,000 £ 0,120 2,050 £ 0,130
serca)

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM.
Zré6dto: badanie wiasne.

Whptyw hesperydyny na wartosc TOS i TAR

Dla serca szczurdéw z grupy K wartos¢ TOS wynosita 7,64 + 0,07 pumol réownowaz-
nika H,O,/L. U szczuréw z grupy DM wartos¢ TOS w sercu byta podobna do war-
tosci zmierzonej w sercu szczuréw z grupy K. Wartos¢ TOS wyznaczona dla serca
szczurdw z grupy DM+Hes100 byla istotnie mniejsza (p < 0,05) w odniesieniu do
grupy DM. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w wartosciach TOS
pomiedzy grupami szczuréw DM+Hes50 i DM.

Wartos¢ TAR oznaczona dla serca szczurdéw z grupy K wynosita 79,80 + 3,53 umol
réwnowaznika troloksu/L. U szczuréw z grupy DM wartos¢ TAR w sercu nie ulegta
zmianie w poréwnaniu do grupy K. Warto$¢ TAR zmierzona w sercu szczurdw z grupy
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DM+Hes100 byla istotnie wigksza (p < 0,01) w odniesieniu do grupy DM. Nie stwier-
dzono istotnych statystycznie zmian w wartosci TAR w poréwnaniu do grupy DM
w sercu szczurdw, u ktorych stosowano hesperydyne w dawce 50 mg/kg.
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Wykres 2. Wplyw hesperydyny na warto$¢ TOS w sercu szczuréw z cukrzyca typu 1.
Figure 2. Effect of hesperidin on the TOS value in the heart of rats with type 1 diabetes.

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej = SEM.
*p < 0,05 - statystycznie istotne roznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)
*p < 0,05 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw z cukrzyca (grupa DM)
Zrédlo: badanie wlasne.
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Wykres 3. Wplyw hesperydyny na warto$¢ TAR w sercu szczuréw z cukrzycg typu 1.
Figure 3. Effect of hesperidin on the TAR value in the heart of rats with type 1 diabetes.
Wyniki przedstawiono w postaci §redniej arytmetycznej £ SEM.
*p < 0,05 - statystycznie istotne roznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)

#p < 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw z cukrzycg (grupa DM)
Zrédlo: badanie wlasne.
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Dyskusja
Na przestrzeni ostatnich lat wzrasta odsetek eksperymentéw dotyczacych zwigzkow
pochodzenia rodlinnego, ktére zapobiegaja zmianom patologicznym (mikro- i ma-
kroangiopatiom) w przebiegu cukrzycy typu 1 i 2 u zwierzat laboratoryjnych. Re-
zultaty wigkszosci doswiadczen wskazujg na obiecujacg role powyzszych zwigzkow
chemicznych w prewencji przytoczonych powiklan cukrzycowych [30-35].

Do tej pory nie udato si¢ opracowac skutecznej terapii zapobiegajacej rozwojowi
uszkodzenia serca u pacjentow z cukrzycg [36, 37]. W niniejszej pracy probowano
oceni¢ wplyw hesperydyny na parametry zwigzane ze stresem oksydacyjnym w ser-
cu szczuréw w przebiegu cukrzycy typu 1. W tym celu wykorzystano dobrze pozna-
ny model cukrzycy streptozotocynowej, ktéry jest powszechnie stosowany w tego
typu badaniach [21, 22].

U szczuréw jednorazowe podanie streptozotocyny spowodowalo zwiekszenie
aktywnosci enzymatycznej CAT i GPx w sercu wzgledem grupy K. Podobny trend
zaobserwowano rowniez w przypadku SOD, jednak zmiana ta nie byla istotna sta-
tystycznie. Na podstawie dostepnej literatury mozna stwierdzi¢, ze aktywno$¢ oma-
wianych enzymoéw antyoksydacyjnych moze zwigkszac si¢ [30, 38, 39] lub zmniej-
sza¢ [11, 40-42] w homogenatach tkanek pozyskanych od szczuréw z cukrzyca.
U zwierzat otrzymujacych badany zwigzek odnotowano zmniejszenie aktywnosci
SOD w sercu w poréwnaniu do gryzoni stanowiacych grupe DM, co moze wskazy-
wac na korzystne dzialanie hesperydyny wzgledem analizowanego enzymu. W in-
nym doswiadczeniu dotyczacym wpltywu hesperydyny na stres oksydacyjny w tkan-
ce serca Rezaeyan i wsp. [43] poddali zwierzeta promieniowaniu rentgenowskiemu
w dawce 18 Gy. Zwierzeta otrzymywaty 100 mg/kg mc. badanego zwigzku roslinne-
go przez okres jednego tygodnia przed napromieniowaniem. Badacze zauwazyli, ze
zastosowanie hesperydyny spowodowato odwrécenie niekorzystnych zmian zwia-
zanych z aktywno$cig SOD w mie$nidwce, czego nie odnotowano u gryzoni z grupy,
u ktorej zwigzku nie stosowano. W przypadku aktywnos$ci CAT i GPx u zwierzat
z grup DM+Hes50 oraz DM+Hes100 nie zaobserwowano zmian w stosunku do
szczuréw z grupy DM. Na podstawie dotychczasowych prac dotyczacych wptywu
flawonoidéw cytrusowych, w tym hesperydyny, stwierdza si¢ na ogél, ze pod ich
wplywem zwigksza si¢ aktywnos¢ CAT oraz GPx w migéniu sercowym szczuréw
z cukrzycy streptozotocynows, jesli wezesniej aktywnos¢ tych enzyméw w wyniku
cukrzycy zostala patologicznie obnizona [11, 38, 44, 45]. Jak wspomniano powy-
zej, w niniejszym doswiadczeniu zaobserwowano wzrost aktywnosci tych enzymoéw
w badanym narzadzie u szczuréw z cukrzycg typu 1, co moze wynikac z wystepu-
jacych u zwierzat mechanizméw kompensacyjnych (obronnych) [46], jednak w za-
stosowanym uktadzie do§wiadczalnym uzyte dawki flawonoidu nie wplynety na ich
aktywnosc¢.
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GSH jest istotnym przeciwutleniaczem endogennym, ktéry wspiera utrzymanie
prawidlowej struktury i funkcji komorek. Najczesciej poziom stresu oksydacyj-
nego w danej tkance jest odzwierciedlany poprzez stosunek GSH do GSSG [47].
W przedstawionym doswiadczeniu nie zaobserwowano istotnych zmian w zawar-
tosci tGSH, GSH, GSSG oraz wartosci wspolczynnika GSH/GSSG w sercu szczuréw
z grupy DM w poréwnaniu do szczuréw K, a takze po zastosowaniu hesperydyny
w grupach DM+Hes50 i DM+Hes100 w odniesieniu do grupy DM. Mozna przy-
puszczad, ze brak zmian w zawarto$ci wszystkich form glutationu w sercu badanych
zwierzat moze by¢ zwigzany z mechanizmami kompensacyjnymi w obrebie tego
narzadu [46], jednak udowodnienie tego wymaga dodatkowych badan.

Udokumentowano wzrost stezenia MDA w sercu szczuréw z cukrzyca typu 1
w poréwnaniu do szczuréw z grupy K. Wyniki sg zgodne z danymi dostgpnymi
w literaturze, ktére dotyczyly badan nad cukrzycg [45, 48, 49]. Po podaniu hespe-
rydyny zwierzetom z cukrzycg typu 1 wykazano nizszg zawarto§¢ MDA w sercu
w odniesieniu do szczuréw z grupy DM. Otrzymane rezultaty s3 w pelni spdjne
z wynikami przedstawionymi w poprzednim badaniu dotyczacym innego flawo-
noidu obecnego w cytrusach - naryngeniny [30]. Podobne obserwacje poczynio-
no w badaniu dotyczacym neuroprotekcyjnego dziatania hesperydyny u szczu-
réw z cukrzycg typu 1. Zwierzetom podawano przytoczony flawonoid w dawce
200 mg/kg mc. przez 35 dni, czego efektem bylo obnizenie MDA w tkance mo-
zgowia [50]. Stezenie AOPP w homogenatach serc byto podobne we wszystkich
badanych grupach szczuréw. Brak zmian w tym parametrze po wywolaniu cu-
krzycy, jak réwniez po zastosowaniu zwigzkéw moze by¢, podobnie jak w przy-
padku GSH, wynikiem mechanizméw naprawczych wystepujacych w badanym
narzgdzie.

Wykazano niewielki wzrost warto$ci TOS w sercu szczurdw z cukrzyca. Sugeruje
to zwiekszony stres oksydacyjny w tym narzadzie u szczuréw z grupy DM w po-
réwnaniu do zwierzat z grupy K. Podobny kierunek zmian obserwowali inni eks-
perymentatorzy w réznych modelach i narzadach [51, 52], a takze w badaniach kli-
nicznych obejmujacych pacjentéw z nefropatia cukrzycowa w przebiegu cukrzycy
typu 1 [53]. W niniejszym badaniu u gryzoni otrzymujacych hesperydyne w dawce
100 mg/kg zanotowano spadek TOS oraz wzrost TAR w odniesieniu do zwierzat
z grupy DM. Potwierdza to korzystne antyoksydacyjne wlasciwosci hesperydyny.

W innych badaniach podjeto wstepne proby okreslenia mechanizmu dzialania
hesperydyny w przebiegu cukrzycy typu 1. E. Dokumacioglu i wsp. [54] stwierdzili,
ze powyzszy flawonoid prawdopodobnie dziala hepato- i nefroprotekcyjnie poprzez
zwigkszenie poziomu ekspresji czynnika wzrostu fibroblastow-23 oraz obnizenie
ekspresji bialka alfa-klotho. Podobne badania z uzyciem metod molekularnych
warto wykona¢ w stosunku do serca w modelu cukrzycy typu 1.
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W niniejszym doswiadczeniu oznaczono wybrane parametry biochemiczne
w homogenatach tkanki serca szczuréw (samce szczepu Wistar), u ktérych wywota-
no cukrzyce. W przyszlosci nalezatoby wykona¢ diagnostyke histologiczna, na kto-
ra sie sklada histopatologia i immunohistochemia polaczona z komputerowg anali-
z3 obrazu. Ponadto celowa zdaje si¢ ocena profilu cytokin prozapalnych u zwierzat
chorych oraz leczonych badanymi zwigzkami. Dodatkowo mozna réwniez ozna-
czy¢ $ciezki sygnalowe wewnatrzkomdrkowe, a takze markery apoptozy i autofagii.
Dlatego nalezy kontynuowa¢ wieloosrodkowe eksperymenty naukowe dotyczace
hesperydyny, aby definitywnie wyjasnic jej role w terapii powiklan cukrzycy typu 1.

Whioski

Niniejszy eksperyment sugeruje, ze hesperydyna przeciwdziala wybranym zaburze-
niom réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej w przebiegu cukrzycy typu 1. Prawdopo-
dobnie jest to spowodowane wlasciwosciami antyoksydacyjnymi tego flawonoidu.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze warto prowadzi¢ dalsze badania nad ta substancjg
pochodzenia roslinnego, w celu dowiedzenia, czy moze sta¢ si¢ ona w przyszlosci
srodkiem farmakologicznym skutecznym w prewencji oraz wspomaganiu terapii
cukrzycy i jej powiklan.

Podziekowanie
Niniejsza praca zostat sfinansowana przez Slgski Uniwersytet Medyczny w Katowi-
cach (PCN-2-021/N/2/F).
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Streszczenie

Kombucha to napdj o dzialaniu prozdrowotnym wytwarzany poprzez fermentacje
stodzonej herbaty przy uzyciu symbiotycznych kultur bakterii nalezacych do rodza-
ju Acetobacter i Gluconobacter oraz drozdzy z rodzaju Saccharomyces wraz z kwa-
sem glukuronowym. W pracy poréwnano wiasciwosci kosmetyczne i dermatolo-
giczne ekstraktu z owocow rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) oraz
jego fermentu otrzymanego w procesie fermentacji za pomoca grzyba herbaciane-
go. W tym celu fermentowane i niefermentowane ekstrakty poréwnano pod wzgle-
dem skladu chemicznego, poddajac je analizie chromatograficznej HPLC/ESI-MS.
Oceniono aktywno$¢ antyoksydacyjng badanych prébek z wykorzystaniem testow
DPPH i ABTS. Okreslono takze cytotoksyczno$¢, przeprowadzajac testy Alamar
Blue i Neutral Red, oceniajace stopien Zywotnosci oraz metabolizm komorek skory:
fibroblastéw i keratynocytow. Potencjalne wlasciwosci przeciwstarzeniowe okreslo-
no na podstawie ich zdolnosci do hamowania aktywnosci metaloproteinaz: kolage-
nazy i elastazy. Ponadto zostaly przeprowadzone testy aplikacyjne, ktére wykazaty
pozytywny wplyw ekstraktow oraz fermentéw na transepidermalng ucieczke wody
z naskorka (TEWL) oraz nawilzenie skory. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zar6wno
ekstrakt z owocow rokitnika zwyczajnego, jak i ferment otrzymany za pomocg kom-
buchy moga stanowi¢ cenny sktadnik produktéw kosmetycznych.
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Summary

Kombucha is a health-promoting beverage produced by fermenting sweetened tea
using symbiotic cultures of bacteria belonging to the genus Acetobacter, Glucono-
bacter and yeast of the genus Saccharomyces along with glucuronic acid. The study
compared the cosmetic and dermatological properties of sea buckthorn (Hippophae
Rhamnoides L.) fruit extract and its ferment obtained through a fermentation pro-
cess using a tea fungus. For this purpose, the fermented and non-fermented extracts
were compared in terms of chemical composition using the HPLC/ESI-MS chro-
matographic method. The antioxidant activity of the tested samples was evaluated
using DPPH and ABTS assays. Cytotoxicity was also determined by conducting
Alamar Blue and Neutral Red assays assessing cell viability and metabolism using
skin cell lines: fibroblasts and keratinocytes. Potential anti-aging properties were
determined by their ability to inhibit the activity of metalloproteinases: collagenase
and elastase. In addition, application tests have been carried out showing positive
effects of the extracts and ferments on TEWL and skin hydration. The results indi-
cate that both sea buckthorn fruit extract and ferment obtained with kombucha can
be valuable ingredients in cosmetic products.

Wstep

Rokitnik zwyczajny (Hippophae rhamnoides L.) to krzew nalezacy do rodziny Ela-
eagnaceae, ktory stynie ze swoich cennych wlasciwosci prozdrowotnych i jest sze-
roko stosowany w przemysle spozywczym jako naturalne zZrédlo substancji aktyw-
nych [1]. Roélina ta znajduje jednak o wiele wigcej zastosowan, m.in. w przemysle
kosmetycznym i farmaceutycznym. Od lat utrzymujacym si¢ trendem w produkcji
kosmetykow jest sieganie po surowce pochodzenia naturalnego, w tym ekstrakty
roslinne. W Polsce roélina ta wystepuje naturalnie wzdluz wybrzeza Baltyku i jest
objeta czgsciowa ochrong [2]. Z roku na rok przybywa réwniez plantacji rokitni-
ka, gdyz popyt na jego owoce stale rosnie. Jagody rokitnika sg czesto przedmiotem
badan, ktére koncentrujg si¢ przede wszystkim na jego wlasciwosciach antyoksy-
dacyjnych, przeciwbakteryjnych czy przeciwgrzybiczych [3]. Za wlasciwosci anty-
oksydacyjne rokitnika w duzej mierze odpowiada dysmutaza ponadtlenkowa oraz
proantocyjanidyny, ktére wykazujg dzialanie ochronne dla mitochondriéw przed
stresem oksydacyjnym wywotanym przez wolne rodniki, m.in. H,O, [4].
Innowacyjnym podejsciem jest poddanie ekstraktéw roslinnych procesowi fer-
mentacji, ktéry wzmacnia ich dzialanie prozdrowotne [5]. Biofermenty wykazuja
wzmozone dzialanie przeciwbakteryjne oraz redukujace ilos¢ wolnych rodnikéw,
wplywajacych na szybsze starzenie sie organizmu. Badania wskazujg, Ze poddanie
surowcow roslinnych fermentacji z udzialem konsorcjum mikroorganizméw SCOBY
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umozliwia uzyskanie nowych, cennych wtasciwosci, ktére mozna modyfikowac,
dobierajac odpowiednie warunki fermentacji [6]. Warto zaznaczy¢, ze proceso-
wi fermentacji mozna podda¢ nie tylko pieknie wybarwione owoce rokitnika, ale
réwniez pozostale czesci rosliny, ktére wykazuja wiele pozadanych wilasciwosci
[7, 8]. Rokitnik zwyczajny stanowi doskonaly surowiec kosmetyczny ze wzgledu
na swoje dzialanie przeciwstarzeniowe, odzywcze oraz antybakteryjne. Ostatnia
z wlasciwosci jest $cisle zwigzana z utrzymaniem prawidlowego mikrobiomu sko-
ry, z ktérego zaburzeniem wigzg si¢ liczne problemy dermatologiczne, jak tradzik,
tuszczyca czy atopowe zapalnie skdry [9]. Olej z nasion badanej rosliny wykazuje
dzialanie antybakteryjne, regenerujace oraz nawilzajace dla skory poprzez ochrone
przed nadmierng utratag wody z naskoérka [10, 11]. Ponadto stosowanie kosmety-
kow z rokitnikiem moze regulowa¢ wydzielanie sebum. Badania wykazaly, ze owoc
z H. rhamnoides zawiera znaczaca ilo$¢ witaminy C, znajdujacej wiele zastosowan
w przemysle kosmetycznym [12], majacej wlasciwosci rozjasniajace, przyspieszaja-
cej regeneracje skory i gojenie si¢ ran [13]. Wysoka zawartos¢ zwigzkéw polifenolo-
wych obecnych w ekstrakcie wplywa na stymulacje syntezy elastyny oraz kolagenu,
poprawiajac napiecie i nawilzenie skory oraz redukujgc oznaki starzenia [14].

Cel pracy stanowita ocena potencjatu biologicznego ekstraktu i fermentu owo-
cow rokitnika zwyczajnego pod katem zastosowania w kosmetologii i dermatologii.
Ekstrakt z owocow rokitnika poddano procesowi fermentacji za pomoca grzyba her-
bacianego kombuchy (SCOBY). Otrzymane ekstrakty oraz fermenty nastepnie pod-
dano kompleksowej ocenie biochemicznej oraz analizie fitochemiczne;j.

Materiat i metody badan
Technologia otrzymywania ekstraktow oraz procedura przeprowadzenia
procesu fermentacji
Ekstrakty z owocow rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) otrzyma-
no poprzez zmieszanie 15 g rozdrobnionych owocéw z 250 ml wody destylowane;
o temperaturze pokojowej (okoto 20°C). Ekstrakcje prowadzono przez 24 godziny
na mieszadle magnetycznym. Otrzymane ekstrakty zostaly przefiltrowane trzykrot-
nie z wykorzystaniem saczkéw wykonanych z bibuly filtracyjnej Whatmana nr 10.
Otrzymany ekstrakt poddano procesowi fermentacji. W tym celu do ekstraktu do-
dano 25 g sacharozy (stezenie konicowe 10,0% m/v). Nastepnie dodano 5 g grzyb-
ka herbacianego SCOBY oraz 25 ml startera kombuchy. Fermentacje prowadzono
w sterylnych szklanych zlewkach przez okres 14 dni. Po zakonczeniu procesu fer-
mentacji otrzymany ferment przefiltrowano przez jatowa gaze. Otrzymany ekstrakt
i ferment odparowano do sucha, rozcienczono woda oczyszczong o temperaturze
pokojowej (okoto 20°C) do finalnych stezen i poddano dalszym analizom.
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Oznaczenie zawartosci aktywnie biologicznych zwiazkow

Analize chromatograficzng HPLC zwigzkéw aktywnych w otrzymanym ekstrakcie
oraz fermencie przeprowadzono przy uzyciu kolumny RP18 Titan (Supelco, Sig-
ma-Aldrich) (10 cm X 2,1 mm, wielko$¢ czastek 1,9 um). Temperatura termostatu
wynosita 20°C. Jako faze ruchomg zastosowano mieszanine acetonitrylu z 0,05%
kwasem mréwkowym (rozpuszczalnik A) i wody z 0,05% kwasem mrowkowym
(rozpuszczalnik B) przy przeptywie 0,2 ml/min. Badane prébki rozdzielono, stosu-
jac elucje gradientowa wedtug programu: 0-32 min od 10% A do 20% A (od 90%
B do 80% B) oraz 32-60 min od 20% A do 40% A (od 80% B do 60% B). Chromato-
gramy zarejestrowano w zakresie 200-400 nm. Warunki LC-MS: parametry pracy
zrédia jonéw byty nastepujace: temperatura gazu suszacego 325°C, przeplyw gazu
suszacego 5 min™, ci$nienie nebulizatora 30 psi, napiecie kapilary 3500 V, fragmen-
tatora 170 V i skimmera 65 V. Jony pozyskiwano w zakresie od 100 do 1050 m/z.

Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej metoda redukcji rodnika DPPH
Zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw w owocach rokitnika oznaczono za pomoca
zmodyfikowanej metody opisanej przez Branda-Williamsa [15]. Do analizy wiasci-
wosci antyoksydacyjnych badanych ekstraktéw pobrano po 100 pl ekstraktu w ste-
zeniach: 100, 250, 500, 1000, 1500 oraz 2000 pg/ml, nastepnie dodano 100 ul 4 mM
roztworu DPPH i zmierzono absorbancje przy dlugosci fali A = 540 nm. Pomiary
zostaly wykonane co 5 min przez 30 min z wykorzystaniem czytnika mikroptytek
Filtr Max 5 (ThermoScientific). Probe kontrolng w tym doswiadczeniu stanowilo
100 pl wody destylowanej z 100 ul DPPH. Pomiary analizowano w trzech powto-
rzeniach dla kazdego stezenia.

Do obliczenia procentu zmiatania wolnego rodnika DPPH wykorzystano réw-
nanie:

% zmiatania DPPH = 2£=4b

%X 100,
gdzie:

Ak - absorbancja prébki kontrolnej,

Ab - absorbancja proby badane;.

Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej metoda redukcji rodnika ABTS

Druga metoda przeprowadzona w celu oceny wlasciwosci antyoksydacyjnych ba-
zowala na roztworze ABTS [16]. Zmieszano 7 mM roztworu ABTS z 2,4 mM roz-
tworem nadsiarczanu potasu w réwnych proporcjach i inkubowano przez 14 godzin
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie otrzymany roztwor rozcieiczono w me-
tanolu do uzyskania absorbancji réwnej okofo 1,0 (A = 734 nm). Kolejno pobrano
po 1 ml prébek kontrolnych (o stezeniach: 100, 250, 500, 1000, 1500 oraz 2000 pg/
ml) i zmieszano z 1 ml roztworu ABTS, a nastepnie wykonywano pomiary absor-
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bancji (A = 734 nm) z wykorzystaniem spektrofotometru UV/Vis Aquamate Helion
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Kontrole w tym do$wiadczeniu
stanowit 1 ml roztworu ABTS zmieszany z 1 ml metanolu. Do obliczen wykorzy-
stano réwnanie:

s
% redukcji ABTS + = x 100,
gdzie:

As - absorbancja probki,

Ac - absorbancja probki kontrolne;j.

Testy cytotoksycznosci

Procedura prowadzenia hodowli komadrkowej

Oceny cytotoksycznos$ci badanych ekstraktow dokonano na dwdch liniach komor-
kowych: ludzkich keratynocytach (HaCaT) oraz fibroblastach (BJ) pozyskanych
z ATCC (American Type Culture Collection; Manassas, VA, 20108, USA). Komor-
ki wyhodowano w medium hodowlanym DMEM suplementowanym L-glutaming,
5% surowicg bydleca (FBS) oraz antybiotykami (100 pg/ml penicyliny i 1000 pg/
ml streptomycyny, Gibco). Hodowl¢ prowadzono w inkubatorze w temp. 37°C
i 5% stezeniu CO,.

W celu przeprowadzenia testow cytotoksycznosci oba typy komoérek zostaly wy-
siane na plytki 96-dotkowe o stezeniu 10 000 komorek/dotek. Nastepnie komorki
zostaly traktowane ekstraktami z owocow rokitnika zwyczajnego o stezeniach: 100,
250 oraz 1000 pg/ml.

Alamar Blue

Pierwszym z przeprowadzonych testow cytotoksycznosci byt test Alamar Blue
(AB) (Sigma, R7017), dzigki ktéremu oceniono zywotno$¢ komérek w odpo-
wiedzi na badane ekstrakty. Test ten umozliwia okreslenie poziomu aktywnosci
enzymow oddechowych w badanych komoérkach. Poczatkowo komorki BJ oraz
HaCaT wysiano na 96-dotkowe plytki i poddano 24-godzinnej inkubacji z ba-
danymi ekstraktami o stezeniach: 100, 250 oraz 1000 ug/ml. Na kolejnym etapie
komorki traktowano roztworem resazuryny o stezeniu 60 uM i prowadzono in-
kubacj¢ komdrek przez 2 h w temp. 37°C w ciemnosci. Po tym czasie przeprowa-
dzono pomiar fluorescencji z wykorzystaniem czytnika mikroptytek (FilterMax
F5, Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA) przy dlugosci fali 570 nm. Dla
kazdego badanego ekstraktu wykonano trzy niezalezne eksperymenty. Wyniki
przedstawiono jako procent zywotnosci komoérek HaCaT oraz B] w poréwnaniu
do kontroli przyjetej jako 100%.
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Neutral Red

Do oceny metabolizmu oraz proliferacji badanych komoérek wykorzystano test
oparty na barwniku - czerwieni obojetnej (Neutral Red) (Sigma-Aldrich), poste-
pujac zgodnie z procedurg opisang wczesniej przez E. Borenfreunda i J.A. Puernera
[17]. Do przeprowadzenia powyzszego testu komoérki wysiano na plytki 96-dotko-
we w gestosci 10 000 komdrek/dotek. Na kolejnym etapie komoérki (zaréwno BJ,
jak i HaCaT) traktowano analizowanymi ekstraktami z rokitnika o stezeniach 100,
250 oraz 1000 pg/ml przez 24 godziny. Komorki nietraktowane badanymi prob-
kami (ani ekstraktem, ani fermentem) hodowane w medium DMEM stanowity
w tym doswiadczeniu grupe kontrolng. Po inkubacji medium z badanymi ekstrak-
tami zostalo usuniete, a do komoérek dodano $wiezg pozywke z dodatkiem barwni-
ka Neutral Red o stezeniu 40 pg/ml. Po 2-godzinnej inkubacji komoérki w kazdym
dotku przemyto sterylnym PBS-em i dodano po 150 pl na kazdy dotek roztworu
odbarwiajacego (etanol/kwas octowy/woda destylowana w stosunku odpowied-
nio 50:1:4). Nastepnie komorki poddano tagodnemu wytrzasaniu przez 10 min, az
do uwolnienia barwnika z komorek i utworzenia jednorodnego roztworu. W celu
oceny zywotno$ci komérek wykonano pomiar gestosci optycznej (OD) barwnika
uwolnionego z komérek, mierzac absorbancje przy dtugosci fali A = 540 nm z wyko-
rzystaniem czytnika mikroplytek FilterMax F5 (Molecular Devices, Silicon Valley,
CA, USA). Dla kazdego stezenia analizowanego ekstraktu oraz fermentu przygoto-
wano trzy powtorzenia. Wyniki przedstawiono jako procent Zywotnosci komorek
traktowanych badanymi stezeniami ekstraktu i fermentu z rokitnika, przyjmujac
zywotnos¢ komorek kontrolnych na poziomie 100%.

Oznaczenie aktywnosci hamowania kolagenazy

W celu oceny wlasciwosci przeciwstarzeniowych badanych probek dokonano oce-
ny zdolnosci hamowania aktywnosci enzymu odpowiedzialnego za degradacje
widkien kolagenowych - kolagenazy. W tym celu wykorzystano zestaw fluoryme-
tryczny (Abcam, ab211108). Analizy przeprowadzono na ptytkach 96-dotkowych
dla stezen ekstraktu i fermentu wynoszacych 100 oraz 500 ug/ml. Na pierwszym
etapie kolagenaze (COL) rozpuszczono w buforze reakcyjnym (CAB), a nastepnie
dodano analizowane probki. Kontrole inhibitora przygotowano przez zmieszanie
inhibitora kolagenazy (1,10-fenantrolina (80 mM)) z kolagenaza i buforem CAB.
Natomiast kontrolg enzymu przygotowano przez zmieszanie rozcienczonego COL
z CAB. Dodatkowo bufor CAB zostal zastosowany jako kontrola tta. Tak przygoto-
wane probki poddano 15-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej. Nastep-
nie sporzadzono mieszanine reakcyjng poprzez zmieszanie substratu kolagenazy
z CAB. Przygotowang mieszanine dodano do wszystkich analizowanych probek
i doktadnie wymieszano. Wykonano pomiar fluorescencji przy diugosci fali wzbu-
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dzenia A =490 nm i emisji A = 520 nm z wykorzystaniem czytnika mikropltytek (Fil-
terMax F5, Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA). Pomiaréw dokonywano
w trybie kinetycznym przez 60 min w temp. 37°C. Do obliczenia zdolno$ci hamo-
wania aktywnos$ci COL przez analizowane probki wykorzystano wzoér:

kontrola enzymu — prébka badana

% inhibicji aktywnosci kolagenazy = RontTola CHEYIT X 100%.

Oznaczenie aktywnosci hamowania elastazy

Do oceny zdolnosci inhibicji elastazy neutrofilowej (NE) odpowiedzialnej za
rozpad wiokien elastynowych wykorzystano zestaw fluorymetryczny (Abcam,
ab118971). Analizie poddano analogiczne stezenia badanych probek jak w przy-
padku testu z kolagenaza, a oznaczenia wykonano zgodnie z instrukcja produ-
centa. Doswiadczenie przeprowadzono na 96-dotkowych, czarnych plytkach
z przezroczystym dnem. Na pierwszym etapie przygotowano roztwory enzy-
mu NE, substratu dla NE oraz kontrole inhibitora (SPCK). W kolejnym kroku
wszystkie studzienki uzupetniono rozcienczonym roztworem NE. W kolejnych
studzienkach umieszczono probki testowe, kontrole inhibitora oraz kontrole en-
zymu, a takze probke kontrolna, ktora stanowil bufor testowy. Plytke z badanymi
préobkami poddano inkubacji przez 5 min w temp. 37°C. Po tym czasie do kazde-
go dotka dodano mieszaning reakcyjng skladajaca sie z buforu testowego i sub-
stratu NE i niezwlocznie zmierzono fluorescencj¢ w trybie kinetycznym przy
uzyciu czytnika mikroptytek (FilterMax F5, Molecular Devices, Silicon Valley,
CA, USA). Zdolno$¢ do hamowania aktywnosci NE przez badane probki z rokit-
nika obliczono ze wzoru:

e , . ARFU kontroli inhibitora
% inhibicji aktywno$ci NE =1 — ARFD komeroli enzyiit X 100%.

Pomiar transepidermalnej ucieczki wody z naskérka (TEWL)

oraz nawilzenia skéry

W celu wykonania pomiaréw stopnia nawilzenia skory oraz transepidermalnej
ucieczki wody z naskdrka wykorzystano aparat do badania skory TEWAmeter
TM 300 oraz sonde Corneometer CM 825 podiaczong do adaptera MPA (Coura-
ge + Khazaka Electronic, Kolonia, Niemcy). Badaniu poddano 10 oséb w wieku
26-38 lat. Na przedramieniu kazdego z ochotnikéw zaznaczono na skdrze obszary
o wymiarach 2 x 2 cm, na ktére nanoszono 20 pl kazdej z analizowanych probek
(o stezeniu 300 ug/ml). Pole kontrolne w tym badaniu stanowit obszar nietrakto-
wany zadng probka badana. Analizowane probki pozostawiono do wyschniecia
i przeprowadzono pomiary po 60, 120, 180, 240 i 300 min. Na ostateczny wynik
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skladala sie $rednia arytmetyczna (dotyczaca kazdej badanej osoby) z 5 niezalez-
nych pomiaréw w przypadku analizy poziomu nawilzenia skéry oraz 20 pomiaréw
w przypadku badania TEWL.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem
programu GrahPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., Sand Diego CA). War-
tosci badanych parametréw wyrazono jako $rednig arytmetyczng + odchylenie
standardowe (SD). Wszystkie wyniki poddano dwukierunkowej analizie wariancji
(ANOVA) a nastepnie testowi wielokrotnych poréwnan Tukeya. Istotnos$¢ sta-
tystyczng okreslono na poziomie ***p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 oraz
*p < 0,05 w poréwnaniu z kontrola.

. , . ARFU kontroli inhibitora
% inhibicji aktywno$ci NE =1 — ARFU kontroli enzymu X 100%.

Whyniki i dyskusja

Oznaczenie zawartosci zwigzkéw biologicznie czynnych

Zawarto$¢ zwigzkow biologicznie aktywnych obecnych w fermentowanym i nie-
fermentowanym ekstrakcie z rokitnika oznaczono metoda HPLC/ESI-MS. Ziden-
tyfikowane zwigzki oraz ich zawarto$¢ (w ug/g ekstraktu/fermentu) przedstawiono
w Tabeli 1. Uzyskany profil zwiazkéw polifenolowych byl zblizony do podanych
w literaturze [18, 19]. Otrzymane wyniki wykazaly, zZe zaréwno ekstrakt z rokitnika,
jakiferment sg bogate w kwasy fenolowe, m.in. kwas protokatechowy, oraz flawono-
idy, takie jak: kwercetyna-3-O-rutozyd czy izoramnetyna-3-O-glukozyd-7-O-ram-
nozyd i izoramnetyna-3-O-glukozyd. Chromatogram przedstawiajacy identyfikacje
polifenoli przedstawiono na Rysunku 1. Jak wykazano w Tabeli 1, oznaczone zwiaz-
ki biologicznie czynne byly zréznicowane pod wzgledem ich zawartosci w ekstrak-
cie oraz fermencie. Ferment otrzymany za pomocg kombuchy okazal si¢ bardziej
obfity w kwas protokatechowy i flawonoidy. R6znica w zawartosci tych kwaséw jest
nawet 8 razy wigksza w przypadku zwigzku nr 2 (14,56 pg/g + 0,24 w fermenciei 1,8
ug/g + 0,08 w ekstrakcie).
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Rysunek 1. Chromatogram zwigzkéw polifenolowych zawartych w fermencie z owocow rokitnika.
Figure 1. Chromatogram of biologically active compounds contained in sea buckthorn ferments.
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Ponadto zwigzek nr 4 wystepuje w ilosci 162,75 pg/g + 6,68 w fermencie, pod-
czas gdy w ekstrakcie nie zidentyfikowano go w ogole. Badania wskazuja, ze pod-
czas procesu fermentacji nastepuje wzrost zawartosci niektorych zwigzkow fenolo-
wych oraz czas fermentacji wplywa na wzrost i zawarto$¢ tych zwigzkow. Réznice
pomiedzy ekstraktami fermentowanymi i niefermentowanymi moga réwniez wy-
nika¢ z faktu, ze ztozone zwigzki fenolowe moga by¢ degradowane do mniejszych
czasteczek podczas procesu fermentacji [3].

Tabela 1. Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w ekstrakcie i fermencie z owocow rokitnika.
Table 1. Content of biologically active compounds in sea buckthorn ferments.

T Obserwowana Zawartos¢ (ug/g)
Pik i masa jonow Zwigzek Wzor
(min.) [M-H] - (m/z) Ferment Ekstrakt
1. 10,29 153,016 Kwas protokatechowy C7H604 23,36 0,18 | 13,56 £ 1,18
2. 50,45 609,1488 Kwercetyna-3-O-rutozyd | C27H32016 | 14,56 + 0,24 1,8 £ 0,08
Izoramnetyna-3-O-glu-
3. 51,56 623,1645 C28H32016 | 102,75+3,51 | 15,62+ 1,02
kozyd-7-O-ramnozyd
4 | 5486 623,164 fzoramnetyna-3-0- | 0)313016 | 162,75 + 6,68 -
-rutozyd
Izoramnetyna-3-O-glu-
5. 55,71 477,1062 kozyd C22H22012 | 20,06 £1,74 | 2,67 £0,07

Zrédlo: opracowanie wlasne.

Ocena wtasciwosci antyoksydacyjnych

Oceng zdolnosci do neutralizowania wolnych rodnikéw badanego ekstraktu oraz
fermentu z owocéw rokitnika przeprowadzono przy uzyciu dwoch niezaleznych
metod: DPPH oraz ABTS. DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) ma zdolnos¢ do
tworzenia stabilnego kationorodnika, ktérego metanolowy roztwér DPPH charak-
teryzuje si¢ ciemnofioletowg barwa, ktéra przechodzi w kolor z6lty, w przypadku
gdy analizowany zwigzek cechuje si¢ wlasciwo$ciami antyoksydacyjnymi. W tescie
ABTS rodniki odczynnika ABTS (2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian))
tworzone sg podczas reakcji chemicznych z nadsiarczanem potasu, a zdolnos¢ ich
redukcji przez antyoksydanty jest zalezna od czasu trwania reakcji, stezenia prze-
ciwutleniacza oraz jego aktywnosci. Nastepuje zanik barwy roztworu, przy czym
spadek intensywnosci zabarwienia jest proporcjonalny do zawartosci w nim prze-
ciwutleniaczy. Starzenie si¢ skory wynikajace z nadmiernej ekspozycji na wol-
ne rodniki, ktére powoduja powstanie stresu oksydacyjnego, jest duzym wyzwa-
niem dla przemystu kosmetycznego. Towarzyszacy nam stres, niewlasciwa dieta,
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zmeczenie to tylko niektore czynniki wplywajace na uwalnianie wolnych rodni-
kéw w organizmie, prowadzac tym samym do wielu niekorzystnych zmian. Miara
aktywnosci przeciwutleniajacej jest wartos¢ parametru IC50, ktory okresla steze-
nie przeciwutleniacza powodujace 50% spadek poczatkowego stezenia rodnikdow.
Uzyskane wyniki koreluja z doswiadczeniami innych badaczy, ktérzy réwniez
obserwowali wlasciwosci antyoksydacyjne rokitnika [20, 21]. Wyniki otrzymane
w ramach tej pracy dowodza, ze fermenty wykazuja silniejsze dzialanie antyok-
sydacyjne w poréwnaniu do badanych ekstraktéw z rokitnika, co wskazuje na za-
sadno$¢ przeprowadzania procesu fermentacji otrzymanych ekstraktow. Wyzsza
aktywnos¢ antyoksydacyjna fermentow jest zwigzana prawdopodobnie z wigksza
zawartoscig zwigzkow biologicznie czynnych, co zostalo potwierdzone analizami
chromatograficznymi.

Tabela 2. Ocena wlasciwos$ci antyoksydacyjnych metoda DPPH i ABTS.
Table 2. Assessment of antioxidant properties by DPPH and ABTS methods.

Ekstrakt Ferment

Test zmiatania rodnikéw DPPH

IC,, [ug/ml] 1709,28 + 14,39 1618,58 + 15,24

Test zmiatania rodnikow ABTS

IC,, [ug/ml] 247,85 £ 3,26 268,62 + 2,31

Zrédlo: opracowanie wlasne.

Ocena cytotoksycznosci

Ocenie cytotoksycznosci wzgledem badanych ekstraktéw i fermentéw z rokitnika
poddano dwie ludzkie linie komodrkowe: keratynocyty (HaCaT) oraz fibroblasty
(BJ). Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch testow: Alamar Blue oraz
Neutral Red. Stosowana w tescie Alamar Blue resazuryna (7-hydroksy-3H-fenok-
sazyn-3-on 10-tlenek) o barwie niebieskiej ulega redukcji do rezorufiny o barwie
rézowej fluorescencji poprzez oddychanie tlenowe komorek aktywnych meta-
bolicznie, dzigki czemu jest wykorzystywana jako wskaznik ich zywotnosci [22].
Z kolei barwnik Neutral Red ma zdolno$¢ do przenikania przez blony komdrkowe
i akumulacji w zywych, nieuszkodzonych lizosomach. Na podstawie uzyskanych
wynikéw (wykres 1) mozna zaobserwowaé wyrazng réznice w zywotnosci oraz
aktywnosci metabolicznej obu typéw komoérek w odpowiedzi na traktowanie eks-
traktem oraz fermentem z rokitnika. Przeprowadzone analizy pokazaly, iz zaréwno
ekstrakt, jak i ferment z rokitnika nie wykazuja cytotoksycznego dziatania na oba
typy komorek skdry. Co wiecej, badania przeprowadzone z wykorzystaniem obu te-
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stow wykazaly réwniez, iz zaréwno ekstrakt, jak i ferment pozytywnie wpltywaja na
aktywnos¢ metaboliczng oraz integralno$¢ bton w komoérkach skory w warunkach
in vitro we wszystkich analizowanych stezeniach.

Zaréwno w przypadku keratynocytéw (HaCaT), jak i fibroblastéow (BJ) zaob-
serwowano bardziej korzystny wplyw fermentu w poréwnaniu do ekstraktu, co
sugeruje, iz fermenty z rokitnika mogg stanowi¢ bezpieczny skladnik preparatéw
przeznaczonych do mycia czy pielegnacji skory. Jednak biorgc pod uwage tenden-
cje spadkowa w zywotnosci komorek poddanych wzrastajacym stezeniom badanych
probek, nalezy odpowiednio dobra¢ ich stezenie w preparatach docelowych, by nie
wywolaé efektu cytotoksycznego.

Pozytywny wplyw rokitnika na komoérki skory zostal potwierdzony réwniez
przez innych autorow, ktorzy dowiedli, ze olej z rokitnika cze$ciowo zapobiega po-
wstawaniu reaktywnych form tlenu po poddaniu keratynocytéw i fibroblastow pro-
mieniowaniu UV oraz zmniejsza w nich ekspresje¢ receptoréw kannabinoidowych.
Olej ten zwigksza rowniez poziom nieenzymatycznych przeciwutleniaczy, takich
jak glutation (GSH), tioredoksyna (Trx), witaminy E i A, oraz stymuluje aktywnos¢
Nrf2, co prowadzi do zwiekszonej aktywnos$ci enzymoéw antyoksydacyjnych.

Dodatkowo zastosowanie oleju z nasion rokitnika zmniejsza ilos¢ produktéw
peroksydacji lipidéw oraz podwyzsza poziom fosfolipidow i wolnych kwaséw thusz-
czowych po napromieniowaniu UV, co sugeruje, iz moze by¢ on postrzegany jako
obiecujgcy naturalny zwigzek fotoochronny skoéry [23]. Inni autorzy wskazali réw-
niez, iz ekstrakty z rokitnika zwigkszaja synteze prokolagenu, zmniejszajg ekspresje
MMP-1, a takze hamuja wytwarzanie interleukiny IL-1p i IL-6 oraz cyklooksygena-
zy-2 (COX-2) w ludzkich fibroblastach napromieniowanych UVB. Wyniki te wska-
zujg wiec, ze zaréwno ekstrakty, jak i oleje z nasion tej rosliny moga by¢ postrzegane
jako potencjalny $rodek terapeutyczny mogacy znalez¢ zastosowanie w zapobiega-

niu i leczeniu fotostarzenia skory [24].
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Wykres 1. Ocena cytotoksycznosci badanych ekstraktéow i fermentéw na keratynocyty HaCaT
(A) oraz fibroblasty BJ (B).
Figure 1. Assessment of cytotoxicity of tested extracts and ferments to HaCaT keratinocytes (A)
and BJ fibroblasts (B).
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Oznaczenie aktywnosci hamowania metaloproteinaz

Ludzka skéra zbudowana jest z trzech gtéwnych warstw: naskorka, skory wlasciwej
oraz warstwy podskdrnej [25]. Najbardziej zewnetrzng cze$¢ stanowi macierz ze-
wnatrzkomoérkowa (ECM - extracellular matrix), wypelniajaca przestrzen miedzy
komoérkami skory [26]. W sktad ECM wchodza wiékna kolagenowe i elastynowe
wytwarzane przez fibroblasty, glikozaminoglikany (gtéwnie kwas hialuronowy) oraz
glikoproteiny. Macierz zewnatrzkomorkowa jest swoistg bariera, ktora z jednej strony
kontroluje przepltyw zwigzkéw odzywczych w glab skory, a z drugiej stanowi bariere
ochronng dla czynnikéw zewnetrznych, takich jak promieniowanie UV. Ze wzgledu
na pelnione funkcje jej degradacja jest $cisle zwigzana ze starzeniem skory [27]. Na
drodze do utrzymania prawidtowej struktury ECM staja dwa enzymy hydrolizujace
bialka macierzy metalopeptydazy: kolagenaza oraz elastaza, ktdre przyczyniajg sie do
degradacji wtokien kolagenowych i elastynowych, prowadzac do utraty jedrnosci i do
starzenia si¢ skory [28]. Wiele ekstraktow roslinnych wykazuje dziatanie hamujace
aktywnos¢ tych enzymow [29]. Wykres 2 przedstawia zdolnos¢ badanych ekstrak-
tow i fermentéw o stezeniach 100 i 500 ug/ml do hamowania aktywnosci kolagenazy
i elastazy. W przypadku inhibicji aktywnosci kolagenazy zaréwno dla ekstraktu, jak
i fermentu wyniki oscyluja na poziomie 30% dla stezenia 100 ug/ml oraz 20% dla ste-
zenia 500 pg/ml. Wartosci aktywno$ci hamowania elastazy zaréwno dla ekstraktow,
jak i fermentéw sa zblizone i wynosza okolo 35%, z wyjatkiem ekstraktu o stezeniu
100 pg/ml. Wartosci procentowe aktywnosci hamowania metaloproteinaz poréwna-
no z powszechnie stosowanymi inhibitorami. Otrzymane wyniki wykazaly umiar-
kowang zdolno$¢ hamowania metaloproteinaz, co wigcej, fermentowany ekstrakt
z owocow rokitnika moze by¢ réwnie dobrym co ekstrakt surowcem stosowanym
w produktach kosmetycznych o dzialaniu przeciwstarzeniowym.
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Wykres 2. Oznaczenie hamowania metaloproteinaz: kolagenazy oraz elastazy przez analizowane
ekstrakty oraz fermenty z rokitnika zwyczajnego.

Figure 2. Determination of the inhibition of metalloproteinases: collagenase and elastase by the
analyzed sea buckthorn extracts and ferments.
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Oznaczenie transepidermalnej ucieczki wody z naskoérka (TEWL)

oraz nawilzenia skéry

Stopien nawilzenia skory jest nierozerwalnie zwigzany z transepidermalng uciecz-
ka wody z naskdrka, gdyz oba te parametry $cisle ze soba korelujg. Skéra nawil-
zona wolniej oddaje wode, a tym samym pozostaje lepiej odzywiona i elastyczna.
W wyniku przeprowadzonych badan mozna zauwazy¢, ze zaréwno ekstrakt, jak
i ferment z owocow rokitnika zwyczajnego wplywaja pozytywnie na ograniczenie
transepidermalnej ucieczki wody z naskoérka w poréwnaniu do kontroli (wykres
3A). Badania przeprowadzono po 60, 120, 180, 240 i 300 min od nalozenia pro-
by badanej na skore. Wyniki wykazaly, ze wraz z czasem maleje poziom TEWL
w stosunku do kontroli, przy czym poréwnujac ekstrakt i ferment, nie zauwazono
istotnych zmian.

Analizujac wplyw badanych ekstraktéw i fermentéw z rokitnika na poziom na-
wilzenia skdory, mozna zaobserwowac jego znaczacy wzrost w przypadku obu ba-
danych prébek (wykres 3B). Zaréwno ekstrakt, jak i ferment z rokitnika wplywaja
korzystnie na wzrost nawilzenia skory, natomiast w przypadku fermentu wzrost ten
jest wyzszy w poréwnaniu do ekstraktu i utrzymuje si¢ w czasie trwania calej anali-
zy. Nasze doniesienia potwierdzaja badania nad ekstraktem z rokitnika, w ktérych
wykazano jego pozytywne dzialanie na skore, dzigki obecnosci zwiazkéw biologicz-
nie czynnych [30].
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Wykres 3. Wplyw badanego ekstraktu oraz fermentu na TEWL (A) oraz poziom nawilzenia sko-
ry (B) w czasie 5 h.

Figure 3. The effect of the tested extract and ferment on TEWL (A) and the level of skin hydra-
tion (B) within 5 hours.
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Podsumowanie

Dzigki szerokiej gamie zwigzkéw biologicznie aktywnych rokitnik zwyczajny jest
surowcem szeroko stosowanym w przemysle kosmetycznym. Dodatkowo na ryn-
ku kosmetycznym pojawia sie coraz wigcej ekstraktow roslinnych fermentowanych
mikroorganizmami, takimi jak: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. czy grzy-
bem herbacianym SCOBY. Badania wykazaly, ze ekstrakty, jak i fermenty z owocow
rokitnika stanowiag uniwersalny surowiec kosmetyczny, ktéry moze pelni¢ wiele
funkgcji jednoczesnie.

Ekstrakt z rokitnika redukuje liczb¢ wolnych rodnikéw, pozytywnie wplywa na
zywotno$¢ i metabolizm komdrek skoéry, hamuje hydrolityczne dzialanie metalo-
peptydaz takich jak elastaza i kolagenaza, wspomagajac zachowanie jedrnej i na-
pietej skory, a takze pozytywnie wplywa na stopien nawilzenia skory i ograniczenie
transepidermalnej ucieczki wody z naskdrka. Wtasciwosci te majg ogromne znacze-
nie dla zapobiegania procesowi starzenia si¢ skory, redukcji powstatych zmarszczek
oraz wplywaja na ogélng kondycje skdéry poprzez utrzymanie jej bariery ochronnej,
co jest $cisle zwigzane z regulacja jej mikroflory bakteryjnej, jak réwniez istotne dla
zapobiegania stanom zapalnym prowadzacym do powstawania tradziku lub innych
schorzen dermatologicznych.
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Streszczenie

Mastosz Parka Vitellaria paradoxa jest rosling, ktéra nalezy do rodziny saczyncowa-
tych Sapotaceae i wystepuje w Afryce Subsaharyjskiej. Wykazuje wiele zastosowan,
a najbardziej popularna jest ze wzgledu na tluszcz otrzymywany z owocéw. Nazywa
sie go mastem shea i wykorzystuje m.in. jako surowiec kosmetyczny. Dzieki obec-
nosci licznych substancji biologicznie czynnych masto shea ma szereg dobroczyn-
nych wlasciwosci. Wplywa korzystnie na skore oraz jej przydatki, dzialajac przede
wszystkim nawilzajaco, ochronnie, przeciwzapalnie i antyoksydacyjnie. Masto shea
wykorzystywane jest do produkeji kosmetykéw réznego przeznaczenia — do pie-
legnacji skory, wloséw i paznokci - a takze produktéw leczniczych. Wielu produ-
centow oferuje kosmetyki z mastem shea w skladzie. Niniejsza praca przegladowa
przedstawia aktualne informacje dotyczace gatunku Vitellaria paradoxa jako zrodla
cennego surowca stosowanego w preparatach kosmetycznych.

Abstract

Shea tree Vitellaria paradoxa is a plant that belongs to Sapotaceae family and is
found in sub-Saharan Africa. It has many uses but it is best known for the fat obta-
ined from its fruit. The fat is called shea butter and is used, inter alia, as a cosmetic
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substance. Due to the presence of numerous biologically active substances, shea but-
ter has a number of beneficial properties. It has a positive effect on the skin and its
appendages, having a moisturizing, protective, anti-inflammatory and antioxidant
effect. Shea butter is used in the production of cosmetics for various purposes — for
skincare, haircare and nail care — as well as medicinal products. On the market there is
awide range of manufacturers offering cosmetics with shea butter in the composition.
This review work presents up-to-date information on the Vitellaria paradoxa species
and as a source of valuable cosmetic raw material used in cosmetic preparations.

Wstep

Surowce roslinne od najdawniejszych czaséw byly stosowane w medycynie do leczenia
i prewencji wielu choréb [1]. Obecnie ich wlasciwosci terapeutyczne sa coraz czesciej
doceniane zaréwno w dziedzinie medycyny, jak i preznie rozwijajacej si¢ kosmetolo-
gii. W zwigzku z rosnacg $wiadomoscig konsumentéw popularne stalo si¢ rowniez
wybieranie naturalnych kosmetykow, ktérych sktadniki pochodzg ze zréwnowazo-
nych zrédet. Do takich sktadnikéw, zapewniajacych znaczace korzysci dla skory, moz-
na zaliczy¢ masto shea — tluszcz roslinny pozyskiwany z nasion mastosza Parka, ktory
pielegnuje skore oraz chroni ja przed przedwczesnym starzeniem [2].

Mastosz Parka Vitellaria paradoxa C.E. Gaertn. jest gatunkiem pochodzacym
z Afryki Subsaharyjskiej, ktorego wlasciwosci wykorzystywane sg tam od tysiecy
lat. Kazda czgs¢ rosliny — kora, liscie, korzenie, owoce — wykazuje inne zastosowanie
terapeutyczne. Na przyklad masto shea wykorzystywane jest jako pokarm, srodek
leczniczy czy kosmetyczny. Stosowane jest w kosmetykach do pielegnacji skory oraz
wloséw [1].

Celem pracy bylo zebranie i przedstawienie aktualnych informacji na temat
drzewa mastosza Parka i jego zastosowania jako zrédla cennego surowca kosme-
tycznego.

Charakterystyka gatunku Vitellaria paradoxa

Mastosz Parka Vitellaria paradoxa C.F Gaertn., zwany réwniez drzewem masto-
wym, po angielsku shea butter tree, a w jezyku francuskim karité [2-5], to gatunek
nalezacy do rodziny saczyncowatych Sapotaceae [3, 4, 6, 7]. Gatunki tej rodziny
charakteryzuje powolny wzrost i odporno$¢ na suche warunki klimatyczne; stano-
wig bogate zrédlo steroidéw, terpenoidéw i garbnikéw, a w ich korze, galeziach,
lisciach i owocach wystepuje lateks [8, 9].
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Gatunek Vitellaria paradoxa zostal po raz pierwszy opisany w 1807 r. przez Carla
Friedricha von Gaertnera. Lacinska nazwa roéliny Butyrospermum Parkii pochodzi
od nazwiska odkrywcy, dzieki ktoremu w XVIII w. gatunek ten dotart do Europy.
Byl nim Mungo Park - szkocki badacz i podréznik, ktéry eksplorowal kontynent
afrykanski [4, 7]. Z uptywem lat nazwa roéliny ulegala zmianom, a obecnie obowia-
zujaca wprowadza podzial gatunku Vitellaria paradoxa na dwa podgatunki - aktual-
nie najbardziej popularny i rozpowszechniony Vitellaria paradoxa subsp. paradoxa
oraz Vitellaria paradoxa subsp. nilotica [6, 10]. Podgatunki réznig si¢ nieznacznie
wygladem i wystepowaniem, jednak wykorzystywane sa w tym samym celu [3, 5, 6].

Mastlosz Parka jest drzewem lisciastym z rozlozysta korong, rosngcym do wy-
sokosci 25 m. Dojrzate drzewa maja srednice wynoszacg nawet 1 m, a ich kora jest
gruba, podtuznie i gteboko spekana. LiScie osadzone sg spiralnie i skupione na kon-
cach grubych galazek. Sg podiuzne i maja jajowaty ksztalt. Blaszka lisciowa jest sko-
rzasta, blyszczaca i ciemnozielona. Kwiat jest obuplciowy i pieciokrotny, wystepuje
w barwie biatej lub kremowobialej i charakteryzuje si¢ intensywnym zapachem, po-
dobnym do zapachu heliotropu. Utworzone na koncach galazek kwiatostany moga
liczy¢ nawet ponad 100 kwiatéw. Srednica pojedynczego kwiatu to okoto 1,5 cm.
Kwiaty podgatunku nilotica s3 na ogoél wieksze niz podgatunku paradoxa i posia-
dajg grubsze i gestsze wloski na fodygach [3-5]. Owoce to migsiste, eliptyczne ja-
gody wielkosci brzoskwini. Sg barwy zoéttej lub zottozielonej i zawierajg zwykle po
jednym, czasem dwa czerwonobrazowe nasiona, ktore w jezyku potocznym bywaja
nazywane orzechami shea, co jednak nie jest poprawne wedlug nomenklatury bo-
tanicznej. Mastosz Parka jest drzewem dlugowiecznym, moze zy¢ nawet 300 lat,
araz w roku obficie owocuje. Jednak do pierwszego owocowania dochodzi po okoto
10 latach zycia rodliny (3, 4, 11].

Maslosz Parka wystepuje gtownie w pdlpustynnym pasie sawanny, rozciagaja-
cym si¢ na potudnie od Sahelu w calej Afryce Subsaharyjskiej, od Mali po Sudan
i Ugande. Podgatunek paradoxa jest bardziej popularny w Afryce Zachodniej, z ko-
lei nilotica dominuje w Afryce Wschodniej [2, 3, 5, 6, 11]. Najwi¢cej drzew mastosza
wystepuje w Nigerii [12].

Zastosowanie gatunku Vitellaria paradoxa

Mastosz Parka wykorzystywany jest w przemysle cukierniczym, farmaceutycz-
nym i kosmetycznym. Z drewna mastosza wytwarza si¢ wegiel drzewny o bardzo
wysokiej jakosci i wydajnosci, a jego owoce dostarczajg kalorii i stanowig odzyw-
czy pokarm dla lokalnej ludnosci [1, 3]. Liscie, korzenie, owoce i kora Vitellaria
paradoxa na przestrzeni wiekéw byly stosowane w medycynie tradycyjnej do
leczenia réznych choréb i dolegliwosci [13]. Obecnie nadal wykorzystuje sie je
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do leczenia m.in. bdlu brzucha, bélu glowy, goraczki i zéttaczki. Preparaty otrzymy-
wane z kory i lidci stosowane sg w leczeniu probleméw skornych, takich jak suchosé,
oparzenia, owrzodzenia czy zapalenie skory [3].

Vitellaria paradoxa jest ro$lina najbardziej ceniong ze wzgledu na pozyskiwany
z owocow tluszcz nazywany mastem shea, ktory jest powszechnie stosowany jako
emolient do pielegnacji skory [2, 14]. W Afryce maslo shea od dawna jest wyko-
rzystywane przede wszystkim jako ttuszcz jadalny o wlasciwosciach korzystnych
dla ludzkiego organizmu, ale takze jako lek oraz kosmetyk do pielegnacji skory.
Do Europy sprowadzone zostato w XVIII w., poczatkowo gléwnie w celu produkeji
$wiec i mydel, a obecnie wykorzystywane jest przede wszystkim jako surowiec ko-
smetyczny [4, 5, 13]. Chociaz tzw. orzechy shea s3 waznym i pozadanym towarem,
nie istnieja komercyjne plantacje mastosza. Praktycznie wszystkie owoce na rynku
miedzynarodowym zbierane s3 z drzew rosnacych we wsiach krajow Afryki Za-
chodniej [2, 4, 15].

Charakterystyka masta shea

Z nasion mastosza Parka ekstrahuje si¢ tluszcz nazywany mastem shea [2, 3, 6, 15,
16]. Surowe masto w stanie stalym ma posta¢ migkkiej, kremowej pasty o barwie
od bialej przez bezowa do z6ltawej, a nawet zottawej z lekkim zielonym odcieniem.
Réznorodnos¢ koloréw jest normalna, nie stanowi wady i nie wptywa na jakos$¢ ma-
sta. Moze wynika¢ ze sposobu pozyskiwania substancji. Masto shea ulega topnieniu
w temperaturze ciala, zatem latwo rozpuszcza si¢ w dloniach. Wéwczas przyjmuje
brazowawy odcien i konsystencje ptynnego oleju. Nieprzetworzone surowe masto
posiada charakterystyczny delikatny zapach, cze¢sto opisywany jako lekko orzecho-
wy [1,6,7, 13, 14, 16].

Sposoby pozyskiwania ttuszczu z nasion mastosza Parka rdéznig si¢ w zalezno-
$ci od regionu. Ekstrakcja masta shea wymaga duzego nakladu pracy i skfada sie
z wielu etapéw, ktére maja wplyw na jego jakos¢. Tradycyjne metody pozyskiwania
masta przebiegaja w naturalnych warunkach i nie wykorzystujg zadnych zwigzkow
chemicznych w celu przyspieszenia tego procesu. W afrykanskich wioskach od wie-
kow kobiety zajmuja si¢ produkcja masla shea, samodzielnie wykonujac wszystkie
czynnosci [3, 5]. Wspoélczesnie produkeja masta shea na szeroka skale odbywa sie
z wykorzystaniem nowoczesnej technologii i bardziej wydajnych proceséw przy
uzyciu odpowiedniej przemystowej infrastruktury [1, 17].

Surowe masto shea, poza tradycyjnymi metodami, moze zosta¢ takze pozyska-
ne mechanicznie, enzymatycznie lub chemicznie. Ostatnia z metod wykorzystuje
rozpuszczalniki chemiczne (najczgsciej eter naftowy lub n-heksan), ktoérych uzycie
przyspiesza proces produkeji oraz zwigksza jego wydajnos¢, jednakze wplywa nie-
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korzystnie na jako$¢ uzyskanego masla, obnizajac efektywno$¢ lub kompletnie ni-
welujac lecznicze wlasciwosci tej substancji. Ponadto, ze wzgledow bezpieczenstwa,
po ekstrakcji chemicznej wymagane jest poddanie masta rafinacji [18]. Rafinacja to
proces oczyszczania metodami fizycznymi i/lub chemicznymi, w wyniku ktérego
oleje pozbawiane sg substancji zapachowych, smakowych i kolorystycznych, a takze
cennych, delikatnych substancji, takich jak witaminy czy mikro- i makroelementy.
Gléwnym celem rafinacji jest przediuzenie trwatosci produktu. Masto shea podda-
ne takiemu procesowi jest twarde i biale, pozbawione wielu substancji bioaktyw-
nych i wlasciwosci leczniczych, ale zachowuje wlasciwos$ci nawilzajace [14, 19].

Sktad chemiczny masta shea

Maslo shea sklada si¢ z dwoch komponentow - frakeji zmydlajacej i niezmydlajacej.
Sklad masta zalezy od jego pochodzenia geograficznego i botanicznego, obrdébki
nasion i ich przetwarzania oraz warunkéw przechowywania [6, 13].

Frakcja zmydlajaca stanowi 90% masy masta i skfada sie gléwnie z tréjglicerydéw
i kwasow ttuszczowych. Wykazano, ze najbardziej dominujacymi z szesnastu wyste-
pujacych w masle kwaséw tluszczowych sg kwasy: oleinowy, stearynowy, palmityno-
wy, linolowy i arachidonowy [1, 11, 13, 16]. Owoce podgatunku paradoxa wykazuja
wyzszg zawarto$¢ kwasu stearynowego, ale nizsza — oleinowego, w wyniku czego ma-
sto jest bardziej zwarte. Z kolei nilotica ma owoce bogatsze w kwas oleinowy, a uboz-
sze w kwas stearynowy, czego rezultatem jest bardziej ptynne masto [5, 12].

Frakcja nieulegajaca zmydlaniu odpowiedzialna jest za wlasciwosci lecznicze
masta. Sklada sie przede wszystkim z alkoholi triterpenowych, steroli, fenoli i toko-
feroli [1, 11, 15, 16].

Alkohole triterpenowe lub triterpeny to naturalnie wystepujace zwiazki orga-
niczne, ktdre stanowig glowny skladnik frakcji niezmydlajacej masta shea. Zali-
cza si¢ do nich przede wszystkim a-amyryne, f-amyryne, butyrospermol i lupe-
ol. Zwigzki te charakteryzujg si¢ wlasciwosciami przeciwzapalnymi. W masle shea
wystepuja w formach estrow uzyskanych przy uzyciu kwaséw cynamonowego oraz
octowego [1, 2, 11]. Chociaz obecne s3 tez w wielu innych roslinach, nasiona ma-
stosza zawierajg ich wyjatkowo duzo, dzigki czemu maslo shea jest tak cenng sub-
stancjg lecznicza. Istniejg badania wykazujace, ze surowiec podgatunku paradoxa
zawiera wigcej tych biologicznie czynnych sktadnikéw niz nilotica [11].

Tokoferole to pochodne a-tokoferolu, ktére wykazuja podobne wlasciwosci fi-
zjologiczne i wspolnie okreslane s3 mianem witaminy E. Sg gléwnymi przeciwu-
tleniaczami w ludzkich komoérkach, chronigc przede wszystkim wielonienasyco-
ne kwasy tluszczowe i fosfolipidy budujace btony komdrkowe, oraz petniag wazna
role w ochronie przed stresem oksydacyjnym. Witamina E jest rozpuszczalna
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w tluszczach i dziala antyoksydacyijnie, stabilizujac nienasycone kwasy tluszczo-
we. W zaleznosci od metylacji pierécienia benzenowego wyréznia sie cztery formy
- a, B, y i 8-tokoferol; wszystkie wystepuja w masle shea. Ilo$¢ tokoferoli wzrasta
wraz ze wzrostem temperatury otoczenia, co zwigzane jest ze strefg klimatyczna,
z ktorej pochodzi masto [4, 11, 20].

Polifenole to duza grupa zwigzkéw nalezaca do fenoli. Zwiazki polifenolowe,
podobnie jak tokoferole, wykazuja silne wlasciwosci antyoksydacyjne, a co za tym
idzie - przeciwzapalne, przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe. Zrédla podaja
rézng ilo$¢ gloéwnych zwigzkéw fenolowych w masle shea, ale do najwazniejszych
z nich na pewno mozna zaliczy¢ kwas galusowy, katechine, epikatechine, galokate-
chine, kwercetyne, rutyne, arbutyne i kwas trans-cynamonowy. Stezenie polifenoli
w masle shea zalezy od metody jego pozyskiwania [6, 11, 15, 21, 22].

Niezmydlajaca si¢ frakcja masta shea zawiera rowniez niewielky czes¢ steroli
[3, 11, 16]. Zalicza si¢ do nich m.in. a-spinasterol, B-sitosterol, stigmasterol, kampe-
sterol i y-7-awenasterol [15, 21].

W masle shea mozna znalez¢ tez alantoine i weglowodér kariten [4, 6, 15]
oraz makroelementy (wapn, magnez, azot, potas) i mikroelementy (zelazo, cynk,
miedz, mangan) [3, 11].

Wtasciwosci i zastosowanie masta shea

Masto shea wspolczesnie znalazlo zastosowanie w wielu dziedzinach zycia i przemy-
stu. Przez lokalng ludnos¢ afrykanska wykorzystywane jest jako produkt spozywczy
nadajacy charakterystyczny smak tradycyjnym potrawom [3, 5]. W przemysle spo-
zywczym stanowi zamiennik masta kakaowego i wykorzystywane jest do produkeji
czekolady [2, 5, 14, 16, 18]. Z masla shea produkuje si¢ réwniez margaryne, swiece,
mydla czy farby [6, 13, 16, 18, 23]. Najnowsze zrédta wspominajg zastosowanie ma-
sla shea lub produktéw posrednich procesu jego otrzymywania jako biodiesla, czyli
rodzaju biopaliwa. Potencjalnym wykorzystaniem masta shea moze by¢ réwniez pro-
dukcja bioetanolu, biogazu, materialéw biodegradowalnych czy bionawozu [12, 23].
W pierwszej potowie XIX w., kiedy masto shea bylo popularnym towarem im-
portowanym do Europy, przeprowadzono liczne badania kliniczne dotyczace stoso-
wania masfa shea w pielegnacji skory. Zaobserwowano, ze w populacjach stosujg-
cych masto shea choroby skory sa rzadkim problemem, a sama skora jest wyjatkowo
jedrna i gltadka [7]. Wlasnie dzieki korzystnemu wplywowi na skore i jej przydatki
w Europie i na Zachodzie masto shea uzywane jest gtéwnie w kosmetyce [5].
Kosmetyczne wykorzystanie masta shea wynika przede wszystkim z obecnej
w jego skladzie frakeji niezmydlajacej, ktdrej zawartos$¢ jest znacznie wigksza niz
w przypadku innych olejow roslinnych. Sktadowe tej frakcji odpowiadajg za wlasci-
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wosci lecznicze i kosmetyczne masta, tak bardzo pozadane i chetnie wykorzysty-
wane w kosmetologii [3, 11, 16]. Masto shea czgsto wystepuje jako skfadnik aktyw-
ny kosmetykow, ale skutecznie dziata réwniez w czystej postaci [16]. Bez ograni-
czen moze by¢ stosowane caly rok, chronigc skére przed niekorzystnym wptywem
czynnikéw zewnetrznych, takich jak wiatr, chiéd czy promieniowanie stoneczne
[5]. Wykorzystywane jest w preparatach kosmetycznych na szeroka skale. Wy-
stepuje przede wszystkim jako skladnik balsaméw, masci i kreméw ochronnych.
Sprawdza si¢ w pielegnacji skory oraz jej przydatkéw — wloséw i paznokei [5, 11].
Wykazuje wiele korzystnych wlasciwosci, ktére sa wynikiem jego stosowania
miejscowego [16].

Maslto shea dzigki obecnosci kwaséw ttuszczowych dziala przede wszystkim
nawilzajaco i ochronnie. Wykazuje wlasciwosci emoliencyjne, dobrze wigze wode
i szybko wchlania si¢ w skore [1, 2, 16, 21]. Emolienty (od fac. mollire - zmigkcza-
jacy) sa srodkami nawilzajacymi, ktére zmiekczaja skore, poprawiaja jej funkeje ba-
rierowy, dzialajac okluzyjnie i natluszczajaco, oraz fagodza suchos¢, $wiad i stan za-
palny [24]. Stwierdzono, Ze masto shea chroni skore przed transepidermalng utrata
wody (TEWL) lepiej niz olej mineralny [21]. Jako preparat nawilzajacy sprawdza
sie zaréwno do skory, jak i wloséw [1, 5, 16]. Naturalne masto shea, poza tym ze
jest doskonalym $rodkiem nawilzajagcym, wykazuje réwniez wyjatkowe wilasciwo-
$ci wspomagajace procesy gojenia skory. Jest skuteczne w przypadku skory suchej,
szorstkiej i tuszczacej sie, fagodzi objawy podraznien postonecznych, ukaszen owa-
dow czy zapalenia skdry, wspomaga gojenie drobnych ran i peknigé, a zastosowane
jako preparat po goleniu, wygtadza i koi skdre [1, 18].

Masto shea sprawdza si¢ rowniez w pielegnacji skory dziecka. W Afryce w tym
celu uzywane jest od najdawniejszych czaséw. Zapewnia nawilzenie skory dziecka,
a takze koi ja i odzywia. Dzigki zawartym kwasom tluszczowym i witaminom tago-
dzi podraznienia i stanowi barier¢ ochronng dla skdry pod pieluszka [5]. Polecane
jest takze do stosowania przez kobiety w cigzy w celu zapobiegania wystgpieniu
rozstepow, czyli zmian skdrnych powstajacych w wyniku nadmiernego mechanicz-
nego rozciggania skory wlasciwej i jej degradacji. Wykazano, ze masto shea nawilza
skore, zwiekszajac jej elastycznos¢ i tym samym zmniejszajac prawdopodobienstwo
wystapienia rozstepow [1, 5, 25].

Wiasciwosci przeciwzapalne masta shea wynikaja przede wszystkim z obecnosci
triterpendw, a zwlaszcza a- i p-amyryny, oraz polifenoli [3, 11, 16, 26]. a-amyryna
aplikowana miejscowo hamuje reakcje zapalne skdry, dzigki czemu ograniczone s
zjawiska takie jak powstawanie obrzekow, migracja leukocytow i wzrost stezenia
interleukiny (IL) 1B w tkankach [1, 16]. IL-1P wraz z IL-1a i kilkunastoma innymi
interleukinami nalezy do rodziny cytokin, czyli biatkowych czasteczek reguluja-
cych odpowiedz immunologiczng i bioracych udzial w reakcjach stanu zapalnego
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[27, 28]. Wykazano, ze alkohole triterpenowe nawet przy niskich stezeniach prze-
jawiaja dzialanie przeciwzapalne, ktére powoduje zmniejszenie uwalniania we-
wnatrzkomoérkowego mediatora prozapalnego, jakim jest IL-la. Przeciwzapalne
dzialanie znajdujacych si¢ w masle shea octandéw oraz cynamoniandw triterpenéw
jest poréwnywalne do dzialania indometacyny nalezacej do niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych (NLPZ) [2].

Ogolne wilasciwosci przeciwzapalne masta shea uwarunkowane sg jego dziata-
niem supresyjnym wzgledem mediatoréw prozapalnych, takich jak cyklooksyge-
naza-2 (COX-2), indukowalna syntaza tlenku azotu (iNOS) oraz cytokiny [1, 2].
Dzialanie takie wykazuja zaréwno alkohole triterpenowe, jak i polifenole. Ponad-
to stwierdzono, ze polifenole maja zdolno$¢ do hamowania syntezy interferonu
y (INF-y), czynnika TNF-a i reaktywnych form tlenu (RFT) oraz blokowania ak-
tywnosci enzymow skdrnych, takich jak hialuronidaza, kolagenaza i elastaza, a tak-
ze czynnika jadrowego NF-kB, ktérego zwiekszona aktywnos¢ wiaze si¢ z postepu-
jacym stanem zapalnym [26, 29].

Kwasy tluszczowe sa niezbedne do produkcji prostaglandyn, tromboksanow,
prostacyklin i leukotrienéw, ktore sa zwigzkami zaangazowanymi m.in. w procesy
kontrolujace stan zapalny [30].

Skladniki frakcji niezmydlajacej masta shea, posiadajac cechy filtréw chemicz-
nych, wykazuja zdolno$¢ pochlaniania promieniowania ultrafioletowego (UV),
szczeg6lnie w zakresie dlugosci fali od 250 do 300 nm [1, 15, 16, 24]. W tym
zakresie miesci si¢ promieniowanie UV-B (290-320 nm), ktére bezposrednio
oddzialuje na DNA komdrki, bedac gléwna przyczyna zmian nowotworowych
w obrebie skory powstalych pod wplywem promieniowania ultrafioletowego
i nasilajac objawy fotostarzenia skory. Estry cynamonowe triterpendéw wykazuja
silne wlasciwosci absorbujace promienie UV, wykazano jednak, ze zapewniajg
one ochrone¢ przeciwsloneczng na poziomie zaledwie SPF (ang. sun protection
factor) 3-6. Wlasciwo$¢ ta daje jednak mozliwos$¢ uzycia masta shea w prepara-
tach przeciwslonecznych dodatkowo, w celu zwigkszenia absorpcji szkodliwego
promieniowania UV-B oraz wykorzystania innych, pielegnujacych, wlasciwosci
masta [1, 4, 11, 16].

Istnieja badania kliniczne, ktére potwierdzajg zdolnos¢ masta shea do redukeji
oznak starzenia i przeciwdzialania fotostarzeniu skory. Przeciwstarzeniowe wta-
$ciwo$ci wynikaja ze zdolnosci do zwiekszania produkcji kolagenu. Kolagen wraz
z elastyng sg gléwnymi bialkami strukturalnymi skory, ktére odpowiadajg za jej
jedrnos¢ i elastycznos¢. Zdolnos¢ pobudzania produkeji kolagenu przypisuje si¢
gléwnie alkoholom triterpenowym, ktére inaktywuja enzymy proteolityczne, takie
jak kolagenaza czy elastaza, ktore rozkladaja odpowiednie biatka [1, 4, 11, 16]. Kwa-
sy tluszczowe i sterole obecne w masle shea moga przyczyniac si¢ do posredniego
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splycenia zmarszczek, ze wzgledu na swoje dziatanie polegajace na pobudzaniu pro-
cesow odnowy komorkowej [5, 13]. Ponadto masto shea, dziatajac przeciwrumie-
niowo i ochronnie wzgledem promieni UV, wspomaga regeneracje komoérek i przy-
czynia si¢ do wygladzenia skory [1, 16].

W kontekscie kosmetologicznym antyoksydanty odpowiadaja za usuwanie
wolnych rodnikéw, ktorych dzialanie oksydacyjne niekorzystnie wptywa na kon-
dycje skory. Do zwigzkéow antyoksydacyjnych zawartych w masle shea zalicza si¢
a-tokoferol i polifenole, ktére tworza drugg lini¢ obrony przed wolnymi rodnika-
mi. Wolne rodniki aktywowane sg pod wptywem m.in. niekorzystnych warunkéw
zewnetrznych, np. zanieczyszczen srodowiskowych lub promieniowania ultrafiole-
towego. Wywoluja one stres oksydacyjny, powodujacy uszkodzenia kolagenu i ela-
styny, lipidow blon komérkowych oraz DNA, co przyczynia si¢ do przedwczesnego
starzenia i zwiekszenia ryzyka wystgpienia choroby nowotworowej skory. Nie bez
powodu zatem witamina E zostala nazwana ,witaming mlodosci” [4, 11, 31].

Kwasy tluszczowe zapewniaja réwniez dziatanie ochronne. Przestrzenie miedzy
komorkami w warstwie rogowej naskorka wypetniajg ceramidy, czyli lipidy zbudo-
wane m.in. z kwasow tluszczowych. Ceramidy tworza tzw. cement migdzykomor-
kowry, ktory pelni role ochronnej bariery skory. Istniejg badania, ktére w przypadku
pacjentéw chorujgcych na charakteryzujgce si¢ niedoborem ceramidéw atopowe
zapalenie skory (AZS) potwierdzaja, ze masto shea wykazuje taka samg skuteczno$¢
jak produkt bedacy prekursorem ceramidéw. Mozna zatem wnioskowac¢, ze masto
shea odbudowuje bariere ochronng skory, zapewniajac jej nawilzenie i przyspiesza-
jac regeneracje [32].

Dzigki doskonalym wlasciwosciom okluzyjnym masto shea jest sktadnikiem
kosmetykéw ochronnych, przede wszystkim kremoéw dla skory suchej i wrazliwej,
ktdra zabezpiecza przed szkodliwym dziataniem czynnikéw zewnetrznych [4].

Maslo shea przejawia rowniez wlasciwosci przeciwbakteryjne, ktére pomagaja
w procesach naprawczych uszkodzonej skory. Dziala dezynfekujaco i przyspiesza
regeneracje, dzigki obecnosci witaminy E i pochodnych kwasu cynamonowego.
Istniejg badania wykazujace istotne znaczenie lupeolu dziatajagcego m.in. przeciw-
drobnoustrojowo [2, 5].

Przeciwwskazania do stosowania masta shea

Nie ma doniesien o reakcjach alergicznych wywotanych spozyciem lub miejscowym
stosowaniem tej substancji. Badania przeprowadzone przez Mount Sinai School of
Medicine z Nowego Jorku w 2010 r. wykazaly, ze nasiona maslosza Parka i ma-
sto shea zawieraja bardzo malo rozpuszczalnych bialek wiazacych immunoglo-
buliny klasy E (IgE). Aktywno$¢ tych bialek moze by¢ dodatkowo ograniczona ze
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wzgledu na wysoka zawarto$¢ ttuszczu i obecno$¢ lateksu w nasionach. Dzigki temu
maslo shea jest bezpieczne do stosowania nawet u 0s6b z alergia na orzechy i u dzie-
ci. Ponadto zawarte w masle shea triterpeny dzialajg przeciwzapalnie, a zatem ha-
muja reakcje nadwrazliwosci, do ktérych zalicza si¢ reakcje alergiczne wywotywane
IgE 1, 16, 33].

Masto shea w preparatach kosmetycznych

Na rynku dostepnych jest mnéstwo kosmetykow, ktorych sktadnikiem jest ma-
sto shea. Sg to kosmetyki wszelakiego przeznaczenia — do pielegnacji twarzy, cia-
ta, wloséw, paznokci. Substancja ta wystepuje w nich czesto jako bazowy skladnik
aktywny, czyli taki, ktéry stanowi podstawe kosmetyku niosacg wiele korzystnych
wlasciwosci.

Masto shea najczesciej jest sktadnikiem kreméw do skoéry suchej i wrazliwej, pre-
paratow dla skory dojrzatej o wlasciwosciach przeciwzmarszczkowych i produktéw
regenerujacych, np. po opalaniu. Znajduje tez zastosowanie w produktach przeciw
rozstepom i cellulitowi, kremach do stop i rak, balsamach ochronnych do ust czy
w preparatach do masazu. Czesto wchodzi w sklad szampondw, odzywek i masek
do wloséw, zaréwno suchych i tamliwych, poddawanych zabiegom farbowania czy
prostowania, jak i kreconych, ktére wymagaja intensywnego nawilzenia [1, 4, 5].
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Streszczenie

Stres oksydacyjny jest jedng z przyczyn przeciazenia i nieskutecznodci dziatania
systemu obronnego organizmu. Czynnikiem aktywujacym stres oksydacyjny sa
rodniki. Wazna role w zmniejszeniu uszkodzen spowodowanych reaktywnoscia
rodnikéw pelnia antyoksydanty zZywieniowe, ktérych dostarczanie ma charakter
prewencyjny, op6zniajac proces utleniania. Przykladami surowcow zawierajacych
duze ilo$ci antyoksydantéw sa owoce jagodowe, w tym aronii i bzu czarnego. Na-
tomiast kwiaty aronii, porzeczki czarnej oraz porzeczki czerwonej nie byly do tej
pory powszechnym materialem badawczym. Oznaczenia polifenoli ogélem (TP)
metodg Folina-Ciocalteu oraz zastosowanie testow FRAP, ABTS*, DPPH i ORAC,
wykonanych dla ekstraktéow wodnych otrzymanych z kwiatéw aronii, porzecz-
ki czarnej i czerwonej oraz czarnego bzu pozwolily na okreslenie ich aktywnosci
przeciwutleniajacej. Sposréd badanych ekstraktow z liofilizatéw kwiatéw najwigk-
sza aktywnos$¢ antyoksydacyjng wykazuje aronia, mniejsza — porzeczka czarna,
jeszcze mniejsza — bez czarny, a najmniejsza — porzeczka czerwona. Na postawie
uzyskanych wynikéw wykazano, Ze istnieje korelacja pomiedzy zawarto$cia zwigz-
kéw polifenolowych a aktywnoscig antyoksydacyjng. Wyniki sg istotne ze wzgledu
na mozliwosci wykorzystania kwiatow jako zrdédla polifenoli i innych naturalnych
antyoksydantow.
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Summary

The oxidative stress is one of the causes of overload and ineffectiveness of the body’s
defense system. The factor that activates oxidative stress are radicals. An important
role in reducing damage caused by the reactivity of radicals is played by dietary an-
tioxidants, the supply of which is preventive, delaying the oxidation process. Exam-
ples of raw materials containing large amounts of antioxidants are the berry fru-
its, including chokeberry (or simply aronia) and elderberry. However, chokeberry,
black currant and red currant flowers have not been a common research material so
far. The aim of the study was to analyze the antioxidant properties of water extracts
obtained from chokeberry, black currant, red currant and elderberry flowers by de-
termining the total polyphenol content (TP) using the Folin-Ciocalteu method and
the FRAP, DPPH, ORAC, and ABTS* tests. Antioxidant properties of the extracts of
liophylized flowers decrease in the order: aronia > black current > elderberry > red
currant. According to our results, there is a relationship between total polyphenolics
content and antioxidant activity of the extracts. These results are important from
the perspective of utilization of berry flowers, which might be potential sources of
phenolics and other natural antioxidants.

Wstep

Stres oksydacyjny jest jedng z przyczyn przecigzenia i nieskutecznosci w dziala-
niu systemu obronnego organizmu. Czynnikiem aktywujacym stres oksydacyjny sa
rodniki, ktére sg bardzo reaktywne i powoduja liczne uszkodzenia lipidéw, biatek
czy DNA, co przyczynia sie¢ do powstawania zespoléw chorobowych — choréb cy-
wilizacyjnych. Zrédlem reaktywnych form tlenu (RFT) (z ang. reactive oxygen spe-
cies, ROS) sa nie tylko zjawiska atmosferyczne czy przemysl, ale takze podstawowe
procesy fizjologiczne, np. oddychanie komdrkowe. RFT sg naturalnymi produktami
metabolizmu, jednak w przypadku gdy ich liczba znacznie wzro$nie, dochodzi do
niszczenia struktur komoérkowych, a co za tym idzie - powstawania patologii i roz-
woju schorzen, czgsto o charakterze przewlektym.

Organizm czlowieka posiada system ochronny, ktéry stanowig antyoksydan-
ty endogenne neutralizujace reaktywne formy tlenu. Wazng role w zmniejszeniu
uszkodzen spowodowanych utlenianiem pelnia takze antyoksydanty zywieniowe,
ktérych dostarczanie ma charakter prewencyjny. Juz nawet w niewielkich steze-
niach zwiazki te chronig lub znacznie opdzniajg proces utleniania. Sg to substancje
rodlinne o réznej budowie chemicznej. Jednym z gtéwnych zrédet przeciwutlenia-
czy w diecie sag owoce. Ponadto inne czesci roslin, takie jak kwiaty, liScie i kora, po-
wszechnie stosowane w medycynie tradycyjnej, takze sg bogate w skladniki o dzia-
taniu przeciwutleniajagcym [1-4].
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Od wiekéw rosliny stanowity dla ludzi jedno z najwazniejszych zrédet substancji
o charakterze leczniczym. Byly one wykorzystywane w celu leczenia choréb, usmie-
rzania bélu czy zapobiegania réznym dolegliwosciom. Poza lekami rodlinnymi sto-
sowane byly takze leki pochodzenia mineralnego oraz zwierzecego. Leki roslinne
wcigz zajmuja wazne miejsce wérdd lekéw ujetych w oficjalnym wykazie lekéw. Na
rynku zachodnim okolo 35% lekéw jest pochodzenia roslinnego [5], ale zaledwie
0,1% substancji roslinnych jest wykorzystywana do uzyskania lekdw, czyli pochodzi
z dobrze poznanych i zbadanych gatunkdéw roélin. Dlatego tez preparaty roslinne sg
postrzegane jako nieograniczony material do badan [6].

Poszerzanie wiedzy o szkodliwosci wolnych rodnikéw sktania do poszukiwa-
nia substancji mogacych wspomdc naturalng obrong¢ antyoksydacyjng organizmu.
Z tego wzgledu jednym z wiodacych kierunkéw badan surowcéw roslinnych jest
ich analiza pod katem wlasciwosci antyoksydacyjnych. Badane sg te z nich, ktére od
dawna s3 stosowane w ziololecznictwie i medycynie naturalnej, jak i te wykorzysty-
wane we wspolczesnej fitoterapii. Poszukiwane sg takze nowe surowce, potencjal-
nie stanowigce wydajniejsze zrédto naturalnych antyoksydantow, w tym polifenoli,
mogace znalez¢ zastosowanie przy produkcji preparatéw leczniczych, suplementow
diety czy kosmetykéw o wasciwosciach przeciwutleniajacych [3].

Przyktadami surowcow zawierajacych duze ilosci antyoksydantéw sg owoce ro-
$lin jagodowych, w tym aronii i bzu czarnego. Ciesza si¢ one ogromnym zaintereso-
waniem, o czym mogg $wiadczy¢ liczne publikacje na ich temat. Natomiast kwiaty
aronii, porzeczki czarnej oraz porzeczki czerwonej nie byty do tej pory dokladnie
zbadane. Nadal nie poznano w pelni ich skfadu ani profilu substancji odpowiedzial-
nych za dzialanie biologiczne, w tym dzialanie przeciwrodnikowe. Wiadomo na-
tomiast, ze tak jak wiekszos¢ kwiatdw zawieraja one znaczne iloéci flawonoidéw,
substancji szeroko wykorzystywanych zaréwno w lecznictwie, jak i w kosmetologii.
Moga by¢ one stosowane jako czyste, wyselekcjonowane substancje, ale takze jako
caly zespot zwiazkéw w ekstraktach standaryzowanych. Ponadto ze wzgledu na sy-
nergie dzialania poszczegélnych skladnikéw wyciagi moga wykazywa¢ wieksza ak-
tywnos¢ niz wyizolowany pojedynczy zwigzek. Poniewaz poznano juz skiad i profil
substancji odpowiedzialnych za wlasciwosci kwiatéw bzu czarnego, postuzyty one
w badaniach jako odniesienie [1, 7, 8].

Celem pracy bylo okreslenie potencjatu antyoksydacyjnego ekstraktéw wodnych
otrzymanych z kwiatéw aronii, porzeczki czarnej i czerwonej oraz czarnego bzu po-
przez oznaczenie zawartos$ci polifenoli ogélem metoda Folina-Ciocalteu (TP) oraz
zastosowanie testu FRAP, ABTS*, DPPH oraz ORAC.
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Materiat i metody

Material do badan stanowily ekstrakty z kwiatow krzewoéw owocowych, nalezgcych
do roélin jagodowych:

® czarnego bzu (Sambucus nigra),

® aronii (Aronia melanocarpa),

e czarnej porzeczki (Ribes nigrum),

® czerwonej porzeczki (Ribes rubrum).

Material w postaci kwiatow zostal zebrany w okresie kwitnienia (czyli od
kwietnia do poczatku lipca), zamrozony, a nastepnie poddany procesowi liofiliza-
cji (liofilizator Christ Alpha 1-4 LSC basic / 2-4 LSC basic, czas trwania procesu
- 48 godzin). Probki liofilizowano w temp. -25°C przy prézni 0,63 mBar. Liofi-
lizaty zostaly przeniesione do mlynka laboratoryjnego i zmielone (2x15 s). Tak
przygotowane probki przechowywane byty w eksykatorze ze srodkiem zabezpie-
czajacym przed wilgocia.

Przygotowanie ekstraktow
Do kolbki o pojemnosci 200 ml odwazono 1 g rozdrobnionego liofilizatu i zalano
100 ml goracej wody destylowanej (temp. 99°C). Nastepnie kolbki umieszczono
w fazni wodnej (100°C) na 30 min. Po tym czasie mieszane byly na mieszadle
magnetycznym przez 30 min. W kolejnym kroku prébki zostaly przesaczone pod
zmniejszonym ci$nieniem przez lejek Schotta zaopatrzony w saczek bibutowy.
Objetos¢ otrzymanego przesgczu zostala zanotowana, a nastepnie odparowa-
no go do sucha przy uzyciu wyparki prézniowej Heidolph (temp. 40°C, obroty
60 rpm/min).

Do czasu analizy odparowane ekstrakty przechowywano w zamrazarce, a do
analiz rozpuszczano je w wodzie Millipore o objetosci 10 ml. Podzial ekstraktow
i ich numeracje stosowane w opisie przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Numeracja ekstraktow zastosowana do badanych probek w pracy.
Table 1. The numbering of extracts applied to the tested samples in the work.

Numer probki Wodne ekstrakty z kwiatéw
1 czarny bez
2 aronia
3 czerwona porzeczka
4 czarna porzeczka

Zrédto: badanie wlasne.
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Oznaczanie aktywnosci przeciwutleniajacej
Oznaczanie catkowitej aktywnosci przeciwutleniajacej w warunkach in vitro
wykorzystuje zdolno$¢ antyoksydantéw do dezaktywacji wolnych rodnikdéw.
W przeprowadzonych badaniach stosowane byly metody wykorzystujace zarow-
no mechanizm HAT (ang. hydrogen atom transfer), jak i SET (ang. single elektron
transfer). Do metod z zastosowaniem mechanizmu HAT (polegajacego na prze-
niesieniu pojedynczego elektronu) zaliczamy metode FRAP oraz z wykorzysta-
niem testow DPPH i ABTS.

Test ORAC jest metoda, w ktorej wykorzystywany jest mechanizm HAT (pole-
gajacy na przeniesienia atomu wodoru) [3].

Oznaczanie zwigzkow polifenolowych ogotem metodg spektroskopowg
z odczynnikiem Folina-Ciocalteu (F-C)

Oznaczenie wykonano metoda Folina-Ciocalteu z malymi modyfikacjami przy
uzyciu spektrofotometru UV-Vis Evolution 60. Podstawa oznaczania jest od-
wracalna reakcja redukcji zwigzkéw fenolowych, zachodzaca w alkalicznym
$rodowisku molibdenianu (VI) sodu, bedacego sktadnikiem odczynnika Foli-
na-Ciocalteu (F-C). Maksimum absorpcji zwigzku powstalego na skutek reakeji
redoks wystepuje przy dlugosci fali 765 nm. Do sporzadzenia krzywej wzorco-
wej wykorzystano standardowo wodny roztwér wyjsciowy kwasu galusowego
o stezeniu 0,5 g/100 ml

Obliczenia zostaly wykonane na podstawie réwnania otrzymanego dla krzy-
wej wzorcowej wykonanej dla kwasu galusowego (réwnanie: y = 0,0009x + 0,0164,
gdzie, y - oznacza absorbancje probki, zas x — stezenie kwasu galusowego [mg/1].
Wspolczynnik determinacji 0,99. W kazdej prébie wykonano pomiar trzykrotnie.

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej metodg FRAP
(z ang. the ferric reducing ability of plasma; ferric reducing antioxidant power)

Metoda FRAP pozwala na oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej z zastosowa-
niem mechanizmu SET. Polega ona na bezposrednim okresleniu redukcyjnych
zdolno$ci mieszaniny substancji poprzez redukcje jonéw zelaza. W wyniku reakeji
z bezbarwnego odczynnika powstaje niebieski produkt wykazujacy maksimum ab-
sorpcji przy dlugosci fali 593 nm [3].

Pomiar wykonano z uzyciem spektrofotometru UV-Vis Evolution 60. Do spo-
rzadzenia krzywej wzorcowej uzyty zostal wzorcowy roztwor siarczanu (VI) zelaza
(II). Réwnanie krzywej wzorcowej (zalezno$¢ absorbancji (593 nm) od stezenia
FeSO, umol/L) to réwnanie liniowe: y = 0,0011x - 0,0852 gdzie y — absorbancja
(przy dlugosci fali 593 nm), x - stezenie FeSO, (umol/L).

99



Herbalism nr 1(9)/2023

Oznaczanie aktywnosci antyoksydacyjnej z zastosowaniem rodnika ABTS*
[2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)]

Metoda ta polega na okresleniu stopnia zmiatania rodnikéw ABTS powstatych
uprzednio w wyniku reakcji chemicznych. Rodniki te majg barwe niebieskozielo-
ng, a na skutek aktywnosci antyoksydantéw dochodzi do redukgji kationorodnika
i roztwor si¢ odbarwia [3, 9]. Badanie polega na pomiarze spadku intensywnosci
barwy przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis. Pomiar absorbancji wykonywany byt
przy dlugosci fali 734 nm, dokladnie w 6. minucie od momentu wprowadzenia
roztworu ABTS do badanej prébki. Jako odnosnik zastosowany byt czysty metanol.
Krzywa wzorcowa sporzadzono, wykorzystujac roztwor wzorcowy troloksu kwas
6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy w ilosci 13 mg troloksu
(TE) w 50 ml metanolu. Réwnanie krzywej wzorcowej wykorzystane do obliczen
ma postac: y = -0,0042x + 0,644, gdzie y — absorbancja (przy diugosci fali 734 nm),
x — stezenie TE (umol/L).

Oznaczanie catkowitej aktywnosci przeciwutleniajgcej z wykorzystaniem testu
z rodnikiem DPPH

Pomiar wykonywany byl z wykorzystaniem metody spektroskopii paramagne-
tycznego rezonansu jadrowego (EPR) z uzyciem spektrometru MiniScope MS200.
Roztwdr rodnika o stezeniu 12,5 mg/50 ml zostat rozcieiczony metanolem i pozo-
stawiony na 24 godziny w lodéwce. Kolbka zostala zabezpieczona przed $wiatlem
folig aluminiowg. Nastepnie ustalone zostaly proporcje zmieszania roztworu DPPH
z analitem i po 30 min wykonano pomiary. Pierwsze widmo zarejestrowano dla
roztworu rodnika (wzorca), a nastgpnie dla wszystkich probek. Przykladowy zestaw
widm dla roztworu wyjsciowego DPPH i probki przedstawiono na Rycinie 1.
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Rycina 1. Widma EPR dla rodnika DPPH.
Figure 1. EPR spectra of free radicals DPPH.

Zrédlo: badanie wiasne.
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Oznaczanie catkowitej aktywnosci przeciwutleniajgcej z wykorzystaniem
testu ORAC

Pomiar wykonywany byt z wykorzystaniem fluorymetru, mierzacego spadek inten-
sywnosci fluorescencji. Do sporzadzenia krzywej wzorcowej uzyto roztworu wzor-
cowego troloksu w ilosci 25 mg TE, ktory rozpuszczono w buforze PBS (roztwor soli
fizjologicznej, ang. Phosphate-buffered saline) o pH = 7,4). Wyznaczone réwnanie
z krzywej wzorcowej to to: y = 0,2022 + 1,0102, przy R = 0,99.

Wyniki i dyskusja

Ekstrakty pochodzenia roslinnego sa bogatym zrédlem bioaktywnych, czesto uni-
kalnych kompozycji sktadnikdéw o wlasciwosciach przeciwutleniaczy. Sg to zwigz-
ki majgce zastosowanie zaréwno w lecznictwie (w profilaktyce i wspomaganiu
leczenia), kosmetologii, jak i w przemysle spozywczym. Ze wzgledu na synergizm
dziatania skladnikéw wystepujacych w ekstraktach moga one cechowac si¢ lep-
szymi wlasciwo$ciami, w tym antyoksydacyjnymi, niz wyizolowane pojedyncze
substancje.

Zrédlem tych skladnikow sg poszczegdlne czesci rodlin: owoce, korzenie, klgcza,
kora a takze kwiaty. W kwiatach roélin jagodowych najliczniej wystepujacymi polife-
nolami sg flawonoidy. Jednak ich aktywnos¢ antyoksydacyjna nie moze by¢ bezpo-
srednio poréwnana z aktywnoscig, jaka wykazuja rozwijajace sie z nich owoce. Jest to
spowodowane obecnoscig w owocach zwigzkéw polifenolowych o charakterze barw-
nikéw — antocyjanéw. Wykazano, ze obecno$¢ duzej ilosci tych zwigzkoéw wigze sie ze
szczegodlnie silnymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi ciemnych jagod.

Zawarto$¢ antocyjanow w kwiatach jest znikoma [10], jednakze zawierajg one
inne flawonoidy posiadajace takze silne wlasciwosci przeciwutleniajace, co daje
mozliwos¢ pozyskania nowego surowca roslinnego. Moga by¢ one wykorzystywane
w podobnych wskazaniach jak kwiaty zawierajace znaczne ilosci polifenoli (gtog,
lipa, bez czarny), chociazby jako herbaty ziotowe, wskazane przy narazeniu na chro-
niczny stres, preparaty napotne i moczopedne czy jako skladniki kosmetykéw na-
turalnych [7, 11, 12].

Oznaczenie catkowitej zawartosci polifenoli wykonano metoda Folina-Ciocal-
teu. Uzyskane wyniki zostaly wyrazone w miligramach kwasu galusowego na 1 g
ekstraktu (Rycina 2).
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Rycina 2. Catkowita zawarto$¢ polifenoli (TP) w wodnych ekstraktach, gdzie: 1 — bez czarny, 2 - aro-
nia, 3 - porzeczka czerwona, 4 — porzeczka czarna.
Figure 2. Total content of polyphenols (TP) in aqueous extracts, where: 1 — elderberry, 2 - cho-
keberry, 3 - redcurrant, 4 - blackcurrant.

Zrédto: badanie wlasne.

7z

Zawartosé polifenoli [mg GAE/g s.m.]

Stwierdzono, ze najwigcej polifenoli ogétem wystepuje w ekstraktach wodnych
z kwiatéw aronii (probka 2), prawie 80 mg/g suchej masy, wiecej niz w kwiatach
czarnego bzu. Wedlug Kolodziej i Drozdzal [1], ekstrakt wodny z kwiatéw bzu czar-
nego zebranych na terenie Podlasia zawieral duzo polifenoli, bo az 53,33 mg w prze-
liczeniu na gram suchej masy. Jednak warto$¢ ta moze dotyczy¢ zaréwno suchej
masy kwiatéw, jak i suchej masy ekstraktu. Ponadto dane z pi§miennictwa odnosza
sie do innego sposobu suszenia kwiatéw (material suszono w temp. 45°C i mielo-
no z uzyciem mlynka IKA M20 (Labart), nie liofilizowano), a takze innej metody
otrzymania ekstraktéow (wodna ekstrakcja przy uzyciu ekstraktora mikrofalowego
MARS 5 firmy Varian) [1].

Wedlug Kotodziej i Drozdzal [1], ekstrakty z owocow bzu charakteryzowaly sie
mniejszg zawarto$cig polifenoli niz ekstrakty z kwiatéw. W przypadku ekstraktu
wodnego z owocow bzu czarnego zawartos¢ polifenoli wynosita 35,73 mg/g s.m.
Ekstrakty wodne z owocdw aronii zawieraly 19,77 mg GAE/g surowca, co stanowilo
w przyblizeniu tylko 25% zawartosci zwigzkéw polifenolowych w stosunku do eks-
traktu z kwiatéw aronii. Podobnie byto w przypadku ekstraktu z owocéw porzeczki
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czarnej, w ktorym zawartos$¢ polifenoli ogétem [13] byla nieco wigksza i wynosila
30,91 mg/g, co stanowilo okoto 50% zawartosci polifenoli ogétem w odniesieniu do
uzyskanego w pracy wyniku ekstraktu z kwiatéw porzeczki czarne;j.

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda FRAP w ekstraktach wodnych
w przeliczeniu na 1 g s.m. wraz z odchyleniami standardowymi przedstawiono na
Rycinie 3.
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Rycina 3. Zdolnos¢ redukeji jondw zelaza FRAP wodnych ekstraktow z liofilizowanych kwiatow
bzu czarnego (1), aronii (2) oraz porzeczki czerwonej (3) i czarnej (4).
Figure 3. The ability to reduce FRAP iron ions of water extracts from freeze-dried flowers of
elderberry (1), chokeberry (2), red currant (3) and black currant (4).

Zrédto: badanie wlasne.

FRAP [uUM FeSO,/g s.m.]

Z przeprowadzonych badan wynika, ze istnialy roznice we wlasciwos$ciach prze-
ciwutleniajacych miedzy ekstraktami, co prawdopodobnie jest spowodowane zroz-
nicowanym skladem poszczegdlnych ekstraktéw i roézng ich trwaloscig (rozpusz-
czalnik stanowila woda). Przyczyng tego moze by¢ takze rozklad przeciwutleniaczy
w czasie przechowywania. Niemniej jednak najsilniejsza aktywnos¢ antyoksydacyj-
ng zachowal ekstrakt z kwiatow aronii. Znacznie stabsza aktywno$¢ wykazywaly
pozostale ekstrakty. W przypadku metody FRAP mozna zauwazy¢, ze dla pozo-
statych ekstraktow, to znaczy z kwiatéw bzu czarnego oraz czerwonej i czarnej po-
rzeczki, warto$ci byty zblizone.

Aktywno$¢ antyoksydacyjna uzyskana metoda FRAP ekstraktu wodnego
z kwiatéw bzu jest nizsza w poréwnaniu z wynikami, ktére otrzymali Kolodziej
i wsp. [1]. Przyczyng tego moze by¢ zaréwno inny sposob suszenia kwiatéw, jak
i odmienna metoda przygotowania ekstraktéw. Poréwnujgc natomiast wyniki
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uzyskane dla ekstraktéw z kwiatéw bzu czarnego z aktywnoscia przeciwutleniajaca
ekstraktow z owocédw podang w literaturze (232,4 uM FeSO,/g s.m.) [1], mozna wy-
wnioskowa¢, ze kwiaty charakteryzujg si¢ wigksza ilo$cia substancji o charakterze
antyoksydacyjnym niz rozwijajace si¢ z nich owoce.

Test z wykorzystaniem rodnika ABTS okresla zdolno$¢ antyoksydacyjna po-
przez poréwnanie zmian absorbancji badanej probki z wartoscia zmiany absor-
bancji roztworu wzorcowego troloksu (TE) z wykorzystaniem spektrofotometru
UV-Vis. Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem testu ABTS
w ekstraktach wodnych w przeliczeniu na 1 g suchej masy przedstawiono na wy-
kresie (Rycinie 4).
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Rycina 4. Zdolno$¢ redukeji rodnika ABTS wodnych ekstraktow z liofilizowanych kwiatow bzu
czarnego (1), aronii (2) oraz porzeczki czerwonej (3) i czarnej (4).

Figure 4. The ability to reduce the ABTS radical of water extracts from freeze-dried flowers of
elderberry (1), chokeberry (2), red currant (3) and black currant (4).

Zrédlo: badanie wiasne.

ABTS [uM TE/g s.m.]

Ekstrakt wodny z kwiatéw porzeczki czarnej (probka 4) wykazywal najwieksza
zdolno$¢ redukowania rodnika ABTS. Interesujace s réwniez wyniki uzyskane dla
ekstraktéow wodnych z kwiatéw czerwonej porzeczki, w ktorych zdolno$¢ do zmia-
tania rodnika ABTS byla poréwnywalna do wlasciwosci przeciwutleniajacych uzy-
skanych dla ekstraktow z aronii. W przypadku testu ABTS* ekstrakt z kwiatéw bzu
czarnego cechuje si¢ najstabsza aktywnoscig przeciwutleniajaca (Rycina 4). Zastana-
wiajgca jest wysoka warto$¢ uzyskana dla ekstraktow z kwiatéw porzeczki czerwo-
nej i czarnej. By¢ moze metoda ta wykazuje czuto$¢ na obecnos¢ zwigzkéw znajdu-
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jacych sie w najwiekszych ilosciach w porzeczkach, ktérych ilos¢ jest znikoma
w pozostatych gatunkach kwiatéw. Ponadto wedlug K. Thaipong i wsp. [14] wy-
nik testu z wykorzystaniem rodnika ABTS jest w duzej mierze zalezny od czasu,
zarowno przechowywania roztworu roboczego, jak i reakcji z probka, co deter-
minuje otrzymane wyniki. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze stabilnos¢
niektérych ekstraktéw (dwdch) jest zmienna, a trwalos¢ pozostatych rdézni si¢
w niewielkim stopniu.

Poréwnujac wyniki testu ABTS uzyskane dla ekstraktow z kwiatéw z wynikami
przedstawionymi przez A. Kucharska i wsp. [13] dla ekstraktow z owocow aronii
i porzeczki czarnej, takze mozna zauwazy¢ przewage tych pierwszych. W ekstrak-
tach z owocow aronii otrzymano wartos¢ 143,4 uM troloksu (TE) w przeliczeniu na
1 g probki, natomiast w ekstrakcie z owocoéw porzeczki czerwonej 144,4 uM TE/g,
co stanowi odpowiednio 80 i 56% warto$ci uzyskanych w ekstraktach z kwiatéw.

Koleja z metod stuzacych do oznaczenia wlasciwosci antyoksydacyjnych sa
badania z wykorzystaniem elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR).
Przy uzyciu tej metody okreslana jest zdolno$¢ ekstraktow do wymiatania rodnika
DPPH. Wyniki oznaczenia wlasciwosci antyoksydacyjnych z wykorzystaniem rod-
nika DPPH w ekstraktach w przeliczeniu na 1 g suchej masy ekstraktu przedstawio-
no na Rycinie 5.
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Rycina 5. Zdolno$¢ redukeji rodnika DPPH dla ekstraktéw wodnych, gdzie: 1 — bez czarny,
2 - aronia, 3 — porzeczka czerwona, 4 — porzeczka czarna.

Figure 5. The ability to reduce the DPPH radical of water extracts, where: 1 - elderberry, 2 - cho-
keberry, 3 - redcurrant, 4 - blackcurrant.

Zrédlo: badanie wlasne.
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Najwigksza zdolno$cig do zmiatania rodnikéw DPPH charakteryzowat sie wod-
ny ekstrakt z kwiatow aronii. Ekstrakt z porzeczki czarnej wykazuje o 35% mniej-
sze zdolnosci zmiatania rodnika DPPH od ekstraktu z kwiatéw aronii. Pozostate
ekstrakty cechuja si¢ zblizong aktywnoscig antyoksydacyjna. Najmniejsza zdolnos¢,
$rednio o 75% mniejsza w poréwnaniu do wynikéw kwiatéw aronii, wykryto w eks-
traktach z kwiatéw bzu czarnego.

Istota tej metody jest pomiar spadku fluorescencji na skutek rozkladu fluoresce-
iny, poprzez indukowane termicznie rodniki nadtlenkowe. Proces ten jest spowal-
niany poprzez antyoksydanty obecne w badanej probce. Pomiary zostaly wykonane
we wszystkich sporzadzonych ekstraktach, w kazdym w trzech réznych rozciencze-
niach, w czterech powtdrzeniach.

Otrzymane wyniki wraz z wyliczonymi odchyleniami standardowymi przedsta-
wiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci aktywno$ci antyoksydacyjnej czterech ekstraktéow wodnych metoda ORAC,
gdzie: 1 - bez czarny, 2 - aronia, 3 - porzeczka czerwona, 4 - porzeczka czarna.

Table 2. The values for four aqueous extracts using the ORAC method, where: 1 - elderberry,
2 - aronia, 3 - redcurrant, 4 - blackcurrant.

Numer prébki ORAC [mM TE/ g s.m.] + SD R"Zdeﬁcze;_iﬁ r‘(’) rt‘l’:(’)esl: Kelenatiy
1 0,75 + 0,01 100
2 1,09 + 0,00 200
3 0,52 % 0,01 100
4 0,95 + 0,03 200

Zrédto: badanie wlasne.

Najsilniejszymi zdolnosciami antyoksydacyjnymi charakteryzowal sie¢ ekstrakt
wodny z kwiatéw aronii. Silng aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazywal takze eks-
trakt 4 (z kwiatow czarnej porzeczki), troche mniejsza (o okoto 20%) ekstrakt wod-
ny z kwiatéw bzu czarnego. Natomiast najstabszg aktywnoscig cechowala si¢ po-
rzeczka czerwona, co zostalo uprzednio wykazane takze za pomocg testu DPPH
oraz metody FRAP.

Uzyskana tendencja jest zgodna z danymi literaturowymi [14], ktére wskazuja
na istnienie korelacji migdzy aktywnoscig antyoksydacyjng uzyskang za pomoca
testow FRAP i ORAC (Rycina 6). Co wigcej, metoda ORAC moze by¢ uwaza-
na za jedng z istotniejszych, nie tylko ze wzgledu na wysoka czulos¢, ale takze
z powodu wykorzystywania biologicznie istotnego zrédla rodnikéw - rodnika
nadtlenkowego [15].
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Rycina 6. Test ORAC ekstraktéw wodnych, gdzie: 1 - bez czarny, 2 - aronia, 3 — porzeczka czer-
wona, 4 - porzeczka czarna.

Figure 6. ORAC test for water extracts, where: 1 — elderberry, 2 - aronia, 3 - redcurrant, 4 -
blackcurrant

Zrédlo: badanie wlasne.

W opinii X. Wuiwsp. [16] ekstrakty z owocow charakteryzuja si¢ znacznie stab-
szymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi. Wedtug tych autoréw najsilniejszg ak-
tywnos¢ antyoksydacyjng wykazywat ekstrakt z owocéw aronii, ktory byt 6-krotnie
stabszy w poréwnaniu do ekstraktu z kwiatéw aronii. Aktywnos¢ przeciwutleniaja-
ca ekstraktu z porzeczki czarnej wynosita 0,10 mM TE/g i jest stabsza od aktywno-
$ci ekstraktu z owocdw bzu czarnego (1,5 mM TE/g).

Interesujace jest, jak wyniki dotyczace zawartosci poszczegdlnych grup zwigz-
kow aktywnych koreluja z wynikami testéw antyoksydacyjnych. Przedstawione
wyniki obliczen (Rycina 7 - a, b i ¢) wskazujg na istnienie korelacji pomiedzy cal-
kowitg zawarto$cia polifenoli a testami okreslajacymi aktywno$¢ antyoksydacyjna.
Najsilniejsze (wedlug wartosci wspoélczynnika R?) uzyskano dla zaleznosci miedzy
catkowitg zawartoscig polifenoli a testem FRAP. Sugeruje to, iz test FRAP w przy-
padku ekstraktow wodnych z kwiatow krzewow jagodowych najlepiej odzwiercie-
dlal aktywnos¢ antyoksydacyjng tych zwigzkow. Wysoka wartos¢ R? wykazano tak-
ze dla zalezno$ci miedzy zawartos$cig polifenoli a testem ORAC, co takze wskazuje
na przydatno$¢ tej metody w okreslaniu wlasciwosci antyoksydacyjnych zwigzkow
o charakterze fenolowym. Ponadto zostala takze wykazana silna korelacja pomie-
dzy testami — w szczegdlnosci pomiedzy testem FRAP a testem z wykorzystaniem
rodnika DPPH. Podobne korelacje uzyskano dla ekstraktéw z owocéw jagodowych
pomiedzy wynikami testow FRAP, DPPH i ORAC [14].
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Podsumowujac wszystkie testy, ktore wykorzystano do oznaczenia wiasciwo-
$ci antyoksydacyjnych badanych ekstraktow, stwierdzono, ze najsilniejszymi wta-
$ciwo$ciami antyoksydacyjnymi charakteryzowaly sie ekstrakty z liofilizowanych
kwiatow aronii. Nieco mniejszg aktywnos¢ antyoksydacyjng wykazywaly ekstrakty
z kwiatow porzeczki czarnej. Natomiast najstabsze wyniki otrzymano w przypadku

ekstraktéw z kwiatoéw bzu czarnego i porzeczki czerwone;j.
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Rycina 7. Zestaw korelacji: A. miedzy calkowita zawarto$cia polifenoli a testem FRAP, B. miedzy
calkowitg zawartoscia polifenoli a testem ORAC oraz C. miedzy testem FRAP a testem DPPH.
Figure 7. Correlation set: A. between total polyphenol content and FRAP test, B. between total
polyphenol content and ORAC test, and C. between FRAP test and DPPH test.

Zrédto: badanie wlasne.

Na podstawie wynikow badan potwierdzono, ze w przypadku ekstraktéw z kwia-
tow krzewdw jagodowych istnieje zaleznos¢ miedzy zawartoscig zwigzkdw o cha-
rakterze polifenolowym a wlagciwosciami antyoksydacyjnymi.
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Podsumowanie

Wszystkie przebadane ekstrakty z kwiatow aronii, czarnego bzu oraz porzeczki
czarnej i czerwonej zawieraja zwigzki o charakterze polifenolowym w do$¢ znacz-
nej ilo$ci, zatem moga stanowi¢ zrédlo ich pozyskiwania. Najwigkszg zawartos$cia
zwigzkéw o charakterze polifenolowym charakteryzowaly sie ekstrakty z liofiliza-
tow kwiatow aronii. Aktywnos¢ antyoksydacyjna badanych ekstraktow z liofilizatow
kwiatéw mozna uszeregowa¢ od najwigkszej do najmniejszej nastepujaco: aronia
> porzeczka czarna > bez czarny > porzeczka czerwona. Na postawie uzyskanych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze istnieje korelacja pomiedzy wlasciwosciami anty-
oksydacyjnymi a zawartoscig zwigzkéw fenolowych. Zatem aktywnosé¢ przeciwu-
tleniajaca w przypadku badanych kwiatow jest $cisle zwigzana z obecnymi w nich
polifenolami. Zastosowanie wody jako ekstrahenta jest zgodne z zasadami zielone;j
chemii analitycznej i jest dobrym rozwigzaniem, poniewaz jest metoda tanig i nie-
toksyczna. Podobnie jak jagoda aronii nazywana jest ,,superowocem” , na podstawie
przeprowadzonych badan jej kwiaty mozna okresli¢ jako ,,superkwiaty”
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Streszczenie

Fermentacja octowa jest znang od starozytnosci metoda przetwarzania materialu
roélinnego. Ocet stosowany jest przede wszystkim jako przyprawa w celu wzbo-
gacenia smaku dan oraz utrwalenia zywnosci. W ostatnich latach obserwuje sie
wzrost zainteresowania octem jako zdrowym napojem bogatym w zwiazki bio-
aktywne, ktére zapewniajg organizmowi szereg korzysci. Celem niniejszej pra-
cy bylo zbadanie 7 octéw owocowych, tzw. zywych, przygotowanych z ciemnych
owocow: aronii, §liwki, maliny, czarnego bzu, jezyny, wisni oraz jagody kamczac-
kiej. Oznaczono zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych oraz potencjal antyoksy-
dacyjny jako czynnik ksztaltujacy prozdrowotne wlasciwosci tychze octéow. Ba-
dania wykonano z wykorzystaniem metod spektroskopowych: testu z rodnikiem
DPPH i testu FRAP oraz okreslono zawartos¢ zwigzkow polifenolowych ogdétem
metoda Folina-Ciocalteu. Calkowita zawarto$¢ polifenoli miescita sie w zakresie
367,2-1443,6 mg GAE/L. Najmniejsza zawarto$cia polifenoli charakteryzowat sie
ocet z malin, natomiast najwyzsza — ocet z wisni i czarnego bzu. Stwierdzono zrézni-
cowanie aktywnosci przeciwutleniajacej. Zdolnos¢ dezaktywacji rodnika za pomo-
ca testu DPPH przez badane surowce ksztaltowala si¢ na poziomie od 21,3-77,5%,
natomiast za pomocg testu FRAP od 1,59-10,19 mM FeSO /L. Zastosowane metody
badawcze potwierdzily wysoka aktywnos¢ antyoksydacyjng badanych octéw owo-
cowych. Stwierdzono réwniez dodatnig korelacje pomiedzy zawarto$cig zwigzkow
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polifenolowych a silg przeciwutleniajaca. Zauwazono réwniez, ze na jakos¢ octu,
a co za tym idzie - na jego walory zdrowotne, ma wplyw zastosowany surowiec.
Ze wzgledu na liczne korzystne wlasciwosci ocet moze by¢ wiec wysoko cenionym
fermentowanym produktem spozywczym.

Summary

The vinegar fermentation is a method of processing plant material that has been
known since ancient times. Vinegar is primarily used as a condiment to enhance the
flavor of dishes and to preserve food. In recent years, as above, there has been a gro-
wing interest in vinegar as a healthy beverage rich in bioactive compounds that pro-
vide a range of beneficial properties. The purpose of the present study was to examine
7 fruit vinegars, so-called “live” vinegars, prepared from dark fruits: chokeberry, plum,
raspberry, elderberry, blackberry, cherry and the blue honeysuckle (Lonicera caerulea
L. var. kamtschatica). The content of polyphenolic compounds and antioxidant po-
tential were determined as a factor shaping the health-promoting properties of these
vinegars. The tests were performed using spectroscopic methods: the DPPH radical
assay, the FRAP assay, and the content of total polyphenolic compounds was deter-
mined using the Folin-Ciocalteu method. The total polyphenol content was in the
range of 367,2-1443,6 mg GAE/L. The raspberry vinegar had the lowest polyphenol
content, while cherry and elderberry vinegar had the highest. Variation in antioxidant
activity was found. The deactivation capacity of the DPPH radical by the tested raw
materials ranged from 21,3-77,5%, while the FRAP test was 1,59-10,19 mM FeSO /L.
The test methods used confirmed the high antioxidant activity of the tested fruit vine-
gars. A positive correlation was also found between the content of polyphenolic com-
pounds and antioxidant power. It was also noted that the quality of vinegar, and thus
its health benefits, is determinate by the raw material used. Thus, due to a number of
properties, vinegar can be a highly valued fermented food product.

Wstep

Lacinskie stowo acetum oznacza ocet i pochodzi od tacinskiego czasownika aceo —
~kwasze si¢” oraz przymiotnika acer — ,ostry” [1]. W Hiszpanii ocet okreslany jest
jako vinagre, od facinskiego vinum acre - ,,kwasne wino”. Historia octu jest zwigzana
z historig wina. Ocet jest jednym z najstarszych produktéw fermentacyjnych, a jego
walory doceniono w wielu starozytnych kulturach: babilonskiej, egipskiej, chinskiej,
greckiej czy rzymskiej. Juz w starozytnej Babilonii zauwazono, ze ptyn o dos¢ cha-
rakterystycznym zapachu i smaku dobrze konserwuje zywnos¢, a przy tym nadaje
potrawom wyjatkowy aromat. Pierwszy ocet byl prawdopodobnie produktem po-
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wstalym niezamierzenie, w wyniku niewltasciwego przebiegu procesu wytwarza-
nia wlasnie wina [2-4]. Oprdcz zastosowania kulinarnego ocet od wiekéow wy-
korzystywany byt w medycynie ludowej do leczenia ran oraz kaszlu. W alchemii
byl uzywany jako sktadnik wielu lekarstw. Stosowano go w terapii przezigbien
i do dezynfekcji skory. Leczono nim bakteryjne zapalenie jamy ustnej. Rzymscy
legionisci dodawali ocet do wody pitnej, uzyskujac tym samym orzezwiajacy na-
poj, ktory byl bezpieczniejszy niz woda, gdyz dodatek octu stabilizowat mikro-
biologicznie ten napitek [2]. W czasach epidemii dzumy w 1348 r. ocet stosowano
jako $rodek do dezynfekeji rak, twarzy i ust. Natomiast w czasach tzw. wielkiej
zarazy w 1665 r. w Anglii uzywano go do dezynfekcji przedmiotéw przekazywa-
nych ,,z ragk do ragk” [2]. Jedna z najstynniejszych i najciekawszych historii zwia-
zanych z octem jest opowie$¢ o ztodziejach, ktdrzy podczas zarazy panujacej we
Francji grabili domy zmarlych oséb, nie zapadajac jednak na te chorobe. Gdy za
swoje czyny mieli odpowiedzie¢ przed sadem, zmuszano ich do wyznania, w jaki
sposéb chronili sie przed zarazg. Okazalo sie, ze stosowali oni mieszanke octu
i zi6t m.in. lawendy, rozmarynu, miety i dzieki temu - jak uwazano - unikali
choroby. Mikstura ta stala si¢ stawna pod nazwa Ocet Czterech Zlodziei i jest ona
produkowana we Francji do dzi$ [5]. Obecnie istnieje wiele badan naukowych,
ktére potwierdzajg prozdrowotny wplyw octu (gtéwnie jablkowego) na organizm
czlowieka. Jest skuteczny przy infekcjach ukltadu moczowego, obniza ci$nienie
krwi [6] oraz cholesterol [7]. Wzmacnia naczynia krwionosne, moze réwniez
zapobiega¢ rozwojowi choréb sercowo-naczyniowych [8, 9]. Lagodzi i likwiduje
objawy dny moczanowej i reumatoidalnego zapalenia stawéw. Redukuje tkanke
tluszczowa, poprawia kondycje fizyczng oraz wzmacnia uktad immunologiczny
[10-12]. Badania dotyczace skutkdéw spozywania octu na stan zdrowia ludzi cho-
rych na cukrzyce typu 2 wykazuja, Ze dania wzbogacone o kwas octowy przyspie-
szaja proces poczucia sytosci, stymuluja produkcje insuliny, a w przypadku os6b
z insulinoopornoscia podnosza wrazliwo$¢ na ten hormon. Spozywanie zaledwie
dwdch tyzeczek octu obniza stezenie glukozy we krwi i skutecznie dziata w przy-
padku glikemii popositkowej [2, 12].

Octy s3 produkowane z réznorodnych surowcéw roslinnych, w zaleznosci od
regionu geograficznego. W krajach europejskich do produkcji octu stosuje sie wina
lub rektyfikowany alkohol etylowy, w Azji stosowane s rozmaite odmiany fermen-
towanego ryzu, za$ afrykanskie spoleczenstwo wykorzystuje zarowno dostepnosé
owocdw, zboz, jak i sokdw roslin uprawnych [2]. Ze wzgledu na rodzaj surowcow
uzytych do produkcji octéw naukowcy podzielili je na trzy kategorie: octy roslinne
(np. ryzowy, cebulowy i pomidorowy), owocowe (np. jablkowy, malinowy, winny,
ananasowy) oraz zwierzece (np. miodowy i serwatkowy) [5]. Octy owocowe wy-
twarzane s3 z win owocowych. Najbardziej znany jest ocet jabtkowy, powszechnie
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stosowany w gastronomii. Wykorzystywany jest jako skladnik marynat, zalew do
piklowania, dressingéw satatkowych. Octy mozna réwniez przygotowac z innych
owocow, np. owocow jagodowych, takich jak: maliny, wisnie, truskawki, jezyny,
gruszki czy aronia, a wiec z kazdego fermentujacego zrédla weglowodanéw. W Ko-
rei bardzo popularny jest ocet z czarnych malin bokbunja. Stynie on ze swych wia-
$ciwosci antyoksydacyjnych. Podobnie jest w przypadku octu persymonowego,
zwanego gam sikcho [5, 13].

Tradycyjne octy owocowe nalezg do produktéw otrzymywanych na drodze
nastepujacej po sobie fermentacji alkoholowej (beztlenowy rozklad cukréw pro-
wadzony gtéwnie przez drozdze z gatunku Saccharomyces cerevisiae), a nastepnie
w procesie fermentacji octowej bakterie kwasu octowego zamieniajg alkohol w kwas
octowy. Bakterie kwasu octowego wystepuja powszechnie w przyrodzie, gtéwnie
tam, gdzie jest duzo cukréw, czyli m.in. w owocach, stodkich sokach itp. Zywy ocet
produkowany jest ze §wiezych owocéw badz zidl, ktdre zostaja poddane wieloty-
godniowej fermentacji. Fermentacja powinna przebiega¢ bez dodatku drozdzy.
»Zywy” w tym przypadku oznacza ,niepasteryzowany, zawierajacy zywe kultury
bakterii”, dzigki czemu jest naturalnym probiotykiem pozytywnie wplywajacym na
naszg flore bakteryjng. Zastosowanie wysokiej temperatury oraz filtrowanie usuwa
z niego cenne skladniki odzywcze i bakterie probiotyczne, ktérym ocet zawdziecza
swoje prozdrowotne wilasciwo$ci. Antyoksydacyjne dziatanie octéw przygotowa-
nych na bazie surowcow roslinnych zwigzane jest z zawartoscia skladnikéw odzyw-
czych i bioaktywnych [2], tzw. przeciwutleniaczy, ktdre skutecznie wychwytuja wol-
ne rodniki i zabezpieczaja komorki przed zniszczeniami, jakich moga one w nich
dokona¢. Dominujgcymi zwigzkami bioaktywnymi w octach owocowych sg m.in.
kwasy organiczne, fruktooligosacharydy, zwiazki polifenolowe, zwigzki mineralne
i witaminy [14], dzigki ktérym ocet zaliczany jest do zywnosci funkcjonalnej [15].

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania tematyka octéw [16],
a obszar badan nad ich wlasciwo$ciami znacznie si¢ rozszerzyt [17]. Coraz wiek-
sza popularnoscia cieszg si¢ octy rzemieslnicze — wytwarzane w sposéb tradycyjny
tzw. Zywe octy. Istnieje jednak niewiele doniesien na temat ich wlasciwosci. Celem
niniejszej pracy jest oznaczenie — z zastosowaniem kilku testow antyoksydacyjnych
— wlasciwosci antyoksydacyjnych octéw rzemieslniczych w zaleznosci od surowca
uzytego do ich wytworzenia.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowily octy przygotowane z wybranych siedmiu gatunkéw
owocow: aronia (1), $liwka (2), malina (3), czarny bez (4), jezyna (5), wisnia (6) oraz
jagoda kamczacka (7), ktére oznaczono odpowiednimi numerami (w nawiasach)
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stosowanymi w dalszej czgsci pracy. Owoce do fermentacji zostaly zebrane na tere-
nie gminy Jedlicze w wojewddztwie podkarpackim. Surowce bezposrednio po zbio-
rze poddano procesowi fermentacji.

Przygotowanie octow

Fermentowane octy owocowe sporzadzono z 60 g owocéw, 8 g cukru oraz 200 g
wody. Cukier rozpuszczono w przegotowanej wodzie, a nastepnie, po jej schio-
dzeniu do temperatury otoczenia, zalano nig owoce. Tak przygotowany nastaw
przechowywano w temperaturze pokojowej w przykrytych, ale niezamknietych
naczyniach szklanych i mieszano 2 razy dziennie przez 3 tygodnie. Kiedy fer-
mentacja octowa dobiegla konca, ocet zlano znad osadu i wykorzystano do ba-
dan. Kazdy rodzaj octu byl przygotowany w trzech powtdrzeniach. Probki przed
pomiarami zostaly odpowiednio rozcienczone, a nastepnie do oznaczen pobrano
klarowng ciecz.

Oznaczanie wtasciwosci przeciwutleniajacych octow
Analize wlasciwosci antyoksydacyjnych octéw przeprowadzono, postugujac sie
trzema metodami. Zbadano aktywnos¢ antyoksydacyjng z zastosowaniem stabil-
nego rodnika DPPH oraz z wykorzystaniem zdolnosci redukcji jonéw zelaza Fe**
(FRAP). Dodatkowo wykonano pomiar calkowitej zawartosci polifenoli (TP)
z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteu (F-C).

Oznaczenia wykonano z zastosowaniem metod spektrofotometrycznych przy
uzyciu spektrofotometru UV-Vis Genesys 150 (Thermo Scientific), a dlugosci fal
podano w opisach metod.

Oznaczenie potencjatu antyoksydacyjnego z wykorzystaniem

rodnika DPPH

Jedna z czesciej wykorzystywanych metod do oznaczania aktywnosci przeciwu-
tleniajacej jest metoda z uzyciem roztworu DPPH. DPPH (2,2-difenylo-1-pikry-
lohydrazyl) jest wolnym rodnikiem o stosunkowo duzej trwalosci, z tego powodu
mozna go latwo przygotowa¢ do badan [18]. Rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohy-
drazylowy jest ciemnofioletowym, krystalicznym ciatem statym, dobrze rozpusz-
czalnym w rozpuszczalnikach organicznych, a nierozpuszczalnym w wodzie.
W roztworze alkoholu ma on barwe ciemnofioletowa z maksimum absorbancji
przy diugosci fali 517 nm.

15



Herbalism nr 1(9)/2023

Widmo UV-Vis

1,4 -
1,2 -

1 A
0,8 A
0,6 -

Absorbancja

04 -
02 -

O T T T T T T T T
270 320 370 420 470 520 570 620 670

Dtugosc fali [nm]
Rysunek 1. Widmo UV-Vis dla roztworu DPPH.
Figure 1. UV-Vis spectrum for DPPH in solution.

7Zrédto: badanie wlasne.

W czasie reakeji wychwytuje on elektrony od substancji antyutleniajacej, powo-
dujac zmiane barwy mieszaniny reakcyjnej z fioletowej na z6tta. Zmiane te¢ mo-
nitoruje si¢ spektrofotometrycznie. Wyniki pomiaru s3 podawane najczgsciej jako
liczba réwnowaznikéw substancji odniesienia lub jako stopien zmiatania rodnika
wyrazony w %:

. . Ay — A
Redukcja rodnika DPPH [%] =

100,
0
gdzie:
A, - absorbancja prébki kontrolnej,
A, - absorbancja badanej probki po uptywie okreslonego czasu (t = 10 min).

Metoda z zastosowaniem odczynnika DPPH jest szeroko stosowana do po-
miaréw zdolnosci antyoksydacyjnej naturalnych surowcow: owocow, sokéw, wy-
ciggow roslinnych, zywnosci. Szczegolnie czegsto uzywa si¢ jej przy okreslaniu
wlasciwosci przeciwutleniajacych zwigzkow fenolowych [19]. Jest szybka i do-
kiadna, a otrzymane wyniki s3 odtwarzalne i poréwnywalne z warto$ciami uzy-
skanymi podczas innych badan wykorzystujacych zdolnos¢ zmiatania wolnych
rodnikow [20].
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Oznaczanie potencjatu antyoksydacyjnego metoda FRAP

Zasada oznaczenia calkowitej aktywnosci oksydacyjnej ta3 metoda polega na okre-
$leniu zdolnosci redukeji jonéw Fe** do jondw Fe*, ktdre sa kompleksowane przez
TPTZ (2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyn) z wytworzeniem intensywnego niebie-
skiego zabarwienia o maksimum absorbancji przy 593 nm [18].

_N>
Rysunek 2. Reakcja Fe** z 2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyna.
Figure 2. Reaction of Fe** with 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ).

Oznaczen dokonano metoda opisang przez Apaka i wsp. [21], Regulska i Sam-
sonowicz [22] oraz Cybula i Nowaka [18] z nieznacznymi modyfikacjami. Jako ma-
terial odniesienia zostal uzyty roztwor siarczanu (VI) zelaza (II). Przy dtugosci fali
593 nm dokonano pomiaréw absorbancji badanych préb, ktérych wyniki odniesio-
no do wynikéw materialu wzorcowego — roztworu siarczanu (VI) zelaza (II). W ten
sposob obliczono zdolnos¢ redukeji jonéw zelaza, wyrazong jako stezenie FeSO,
w mM/L.

Oznaczanie catkowitej zawartosci polifenoli

Do oznaczania potencjatu przeciwutleniajacego uzywa sie rowniez metody z zasto-
sowaniem odczynnika Folina-Ciocalteu (F-C). Metoda ta stuzy do analizy catkowi-
tej zawartosci fenoli, oparta jest na barwnej reakcji migdzy polifenolami a odczyn-
nikiem [23]. Catkowitg zawarto$¢ polifenoli w badanych ekstraktach oznaczono
metoda Folina-Ciocalteu (F-C) wedtug Apakaiwsp. [21] oraz Y.S. Tana i wsp. [24].
Zwigzki fenolowe reaguja z odczynnikiem F-C jedynie w srodowisku alkalicznym
(pH 10), tylko w tych warunkach powstaje anion fenolowy, ktéry redukuje od-
czynnik F-C. Mechanizm reakcji opiera si¢ na przenoszeniu elektronu, a tworze-
nie niebieskiego barwnika w reakcji zwigzkéw fenolowych z odczynnikiem F-C
jest niezalezne od struktury fenoli [25]. Intensywno$¢ powstajacego zabarwienia
mierzono za pomocg spektrofotometru przy diugosci fali A = 765 nm. Materiat od
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niesienia, bedacy podstawa do wykreslenia krzywej wzorcowej, stanowit roztwoér
kwasu galusowego (GAE). Ogdlng zawartos¢ polifenoli wyrazono w mg GAE/L ba-
danej probki. Dla kazdej probki wykonano pomiar trzykrotnie.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng badanych prébek wykonano przy uzyciu programu Statistica
13.3 (StatSoft, Visual Basic, TIBCO Software Inc., PL). Wtasciwosci antyoksydacyj-
ne fermentowanych zywych octéw owocowych analizowano za pomocg ANOVA.
Wyniki wyrazono jako $§rednig + odchylenie standardowe i uznano za statystycznie
istotne przy p < 0,05.

Whyniki i dyskusja

Octy otrzymane na drodze fermentacji z réznych owocéw jagodowych poddano
analizie antyoksydacyjnej w celu okreslenia ich potencjalu antyoksydacyjnego, czyli
zdolno$ci przeciwdziatania szkodliwemu dzialaniu wolnych rodnikéw, z zastoso-
waniem trzech metod: redukgji stabilnego rodnika DPPH, redukcji jonéw Fe** do
jonow Fe** (FRAP) oraz calkowitej zawartosci polifenoli (TP). Dzialanie zwigzkow
antyoksydacyjnych polega przede wszystkim na wychwytywaniu, dezaktywacji oraz
naprawie uszkodzen spowodowanych przez wolne rodniki [26]. Wzmozony stres
oksydacyjny przyspiesza procesy starzenia organizmu, jak réwniez moze prowadzic
do rozwoju wielu choréb o podlozu wolnorodnikowym, m.in. choréb ukfadu serco-
wo-naczyniowego, neurodegeneracyjnych czy cukrzycy [27, 28]. Zwigzki przeciwu-
tleniajace odgrywaja wigc kluczowa role w profilaktyce tych schorzen [29]. Owoce
i warzywa, a takze zywno$¢ z nich wyprodukowana sg produktami bogatymi m.in.
w zwigzki polifenolowe, ktére wykazuja silne wlasciwosci przeciwutleniajace [30].
Wyrdznia sie kilka grup zwigzkéw fenolowych odpowiedzialnych za prozdrowotne
wlasciwosci octow: pochodne kwasu benzoesowego, pochodne kwasu cynamono-
wego, flawonole, flawanole, antocyjanidyny [2]. Oznaczenie calkowitej zawarto$ci
polifenoli w octach fermentowanych wykonano metoda z wykorzystaniem odczyn-
nika Folina-Ciocalteu, a uzyskane wyniki przedstawiono w miligramach kwasu ga-
lusowego na litr produktu. Otrzymane wyniki z oznaczen zwiazkéw bioaktywnych
- polifenoli dla szesciu badanych owocowych octéw fermentowanych - przedstawia
Rysunek 3. Z przeprowadzonych badan wynika, Ze istnieja znaczne roznice w za-
warto$ci polifenoli miedzy badanymi prébkami. Zaobserwowano, ze najwieksza za-
warto$cig zwigzkow polifenolowych charakteryzuje sie ocet z czarnego bzu (probka
4) oraz ocet z wisni (prébka 6). Zawarto$¢ tych zwigzkow jest niemal identyczna
i wynosi odpowiednio 1443,6 mg GAE/L oraz 1442,0 mg GAE/L.
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Rysunek 3. Catkowita zawarto$¢ polifenoli (TP) w badanych octach owocowych, gdzie: 1 - aro-

nia, 2 - $liwka, 3 — malina, 4 - czarny bez, 5 - jezyna, 6 — wisnia, 7 — jagoda kamczacka.

Figure 3. Total content of polyphenols (TP) in he tested fruit vinegars, where: 1 — chokeberry,

2 - plum, 3 - raspberry, 4 — elderberry, 5 - black berry, 6 — cherry, 7 - blue honeysuckle.

Objasnienie: a—f — warto$ci $rednie oznaczone réznymi literami w wierszach réznig sie statystycznie istotnie przy

p < 0,05,

Explanation: a—f - average values denoted by different letters in rows are statistically significantly different at p < 0,05.

Zrédlo: badanie wlasne.

Wisrod badanych probek octu najnizszy poziom zawartosci polifenoli ogotem
charakteryzuje ocet ze §liwki, dla ktorego ilos¢ polifenoli jest réwna 367,2 mg
GAE/L. Wartos¢ ta jest niemal czterokrotnie mniejsza od zawartosci tych zwigzkow
w occie z czarnego bzu i occie z wisni. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w prébkach
tradycyjnego octu oznaczona przez I. Ozturka i wsp. [31] wahala si¢ w granicach
od 40,44 do 2228,79 mg GAE/L. Natomiast w badanaich I. Yucel i wsp. [32] za-
warto$¢ polifenoli dla octu jezynowego wynosita 1162 mg GAE/ L. M. Ozen i wsp.
[33] oznaczyli zawartos¢ polifenoli dla octéw wyprodukowanych ze $wiezych owo-
cOw wisni oraz zageszczonego soku i otrzymane wartosci wynosily odpowiednio
1422,73 oraz 2314,09 mg GAE/L. Otrzymane wyniki zawarto$ci polifenoli w octach
owocowych s3 zgodne z wynikami opisanymi w literaturze.

Analiza FRAP jest metoda stosunkowo szybka i powtarzalng. Polega na ozna-
czaniu zdolnos$ci redukowania jonéw Fe’*. Zasada jej dzialania opiera si¢ na spek-
trofotometrycznym pomiarze redukeji zwiazku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6-
-tripirydylo-S-tiazyny) pod wplywem dzialania przeciwutleniacza. Przyjmuje sie,
ze im wyzsza warto$¢ FRAP badanej substancji, tym wieksza jest jej sita redukujaca.
Oznaczenie wlasciwosci antyoksydacyjnej dla wszystkich prébek przeprowadzono
przy diugosci fali A = 593 nm i wyrazono w mM/L. Otrzymane wyniki zestawiono
na Rysunku 4.
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Rysunek 4. Test FRAP dla 7 badanych octéw, gdzie: 1 - aronia 2 - §liwka, 3 — malina, 4 - czarny

bez, 5 - jezyna, 6 — wiénia, 7 - jagoda kamczacka.

Figure 4. FRAP test for 7 tested fruit vinegars, where: 1 — chokeberry, 2 - plum, 3 - raspberry, 4 - el-

derberry, 5 - black berry, 6 - cherry, 7 - blue honeysuckle.

Objasnienie: a—g — wartoéci $rednie oznaczone roznymi literami w wierszach réznig si¢ statystycznie istotnie przy
<0,05.

}l;xplanation: a—g — average values denoted by different letters in rows are statistically significantly different at p < 0,05.

Zrédlo: badanie wiasne.

Analiza FRAP, przedstawiona na Rysunku 4, pozwolila na okreslenie przeciwutle-
niajgcego dziatania octéw owocowych i ich poréwnanie. W wyniku przeprowadzonych
badan obserwujemy, Ze istniejg roznice we wlasciwosciach antyoksydacyjnych pomie-
dzy poszczegolnymi probkami. Najsilniejsze wlasciwosci przeciwutleniajace wykazuje
probka 6, czyli ocet z wisni. W efekcie zastosowania metody FRAP mozemy zauwazy¢,
ze wlasciwosci antyoksydacyjne dla probek octéw z aronii (probka 1), czarnego bzu
(probka 4), jezyny (probka 5) oraz jagody kamczackiej (probka 7) sg zblizone i mieszcza
si¢ w granicach od 6,19 do 8,28 mM FeSO,/L. Najstabsze wlasciwosci antyoksydacyjne,
podobnie jak w przypadku ogolnej zawartosci polifenoli, wykazuje ocet ze §liwki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono wysoka korelacje (R? = 0,894)
pomiedzy zawartoscig polifenoli oraz sitg redukujaca FRAP. Faktem jest, ze to wlasnie
zwigzki polifenolowe w decydujgcym stopniu ksztaltuja potencjal przeciwutleniajacy.

Kolejna metoda, ktorag wykorzystano do okreslenia potencjatu antyoksydacyjne-
go prébek octéw, jest metoda z wykorzystaniem rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pi-
krylohydrazyd). Odczynnik DPPH jest stabilnym kationorodnikiem posiadajacym
na swojej powloce walencyjnej niesparowany elektron. W wyniku reakeji z sub-
stancjami o wlasciwosciach antyoksydacyjnych przechodzi w posta¢ zredukowana.
Zdolno$¢ antyoksydacyjng probek przedstawiono na Rysunku 5 jako stopien zmia-
tania wolnego rodnika i podano w procentach.
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Rysunek 5. Test DPPH dla 7 badanych octéw, gdzie: 1 — aronia 2 — §liwka, 3 — malina, 4 - czarny

bez, 5 - jezyna, 6 — wisnia, 7 - jagoda kamczacka.

Figure 5. DPPH test for 7 tested fruit vinegars, where: 1 — chokeberry, 2 — plum, 3 - raspberry,

4 - elderberry, 5 - black berry, 6 - cherry, 7 - blue honeysuckle.

Objasnienie: a—e — wartoéci §rednie oznaczone roznymi literami w wierszach rdznig sie statystycznie istotnie przy
<0,05.

gxpla.nation: a-e - average values denoted by different letters in rows are statistically significantly different at p < 0,05.

Zrédlo: badanie wiasne.

Analizujac dane otrzymane po przeprowadzeniu testu DPPH, obserwujemy, ze
wyniki dla czterech probek octéw (probki 1, 3, 5, 6) sa bardzo zblizone. Stopien
redukcji rodnika DPPH dla tych prébek miesci si¢ w granicach 70-80%. Najstabsza
zdolno$¢ zmiatania wolnego rodnika — podobnie jak w przypadku pozostatych za-
stosowanych metod spektrofotometrycznych — wykazuje ocet sliwkowy, dla ktérego
stopien redukcji rodnika DPPH wynosi 21,3%.

Wedtug Bakira i wsp. [34] antyoksydanty zawarte w octach owocowych moga
pochodzi¢ z surowca wyjSciowego, czyli zastosowanego do procesu fermentacji
owocu, oraz, co podkreslaja Budak i wsp. [35], powstawa¢ podczas procesu fermen-
tacji, co tlumaczyloby réznice w otrzymanych wynikach w zaleznosci od zastoso-
wanego surowca.

Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych badan pokazaly, ze naturalne octy owocowe niepastery-
zowane charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscig polifenoli oraz aktywnoscia przeciw-
utleniajacy. Ujawnily takze roznice we wlasciwosciach przeciwutleniajacych miedzy
badanymi octami. Prawdopodobnie jest to spowodowane zastosowaniem réznych
surowcow do ich produkcji. Wedlug badan Bakira i wsp. [34] ocet, produkowany
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z wielu owocdw bogatych w aminokwasy, fenole, kwasy organiczne, witaminy i sub-
stancje mineralne, posiada zréznicowany potencjal antyoksydacyjny, wlasciwosci
przeciwutleniajace i przeciwdrobnoustrojowe — w zaleznosci od zastosowanego su-
rowca oraz metody produkgcji. Kazdy ma inny, charakterystyczny smak, aromat oraz
zawarto$¢ antyoksydantow. Wszystkie przebadane octy owocowe zawieraja zwigzki
o charakterze polifenolowym. Wykazuja réwniez znaczace wlasciwos$ci antyoksy-
dacyjne. Najsilniejsze wlasciwosci przeciwutleniajgce oraz najwicksza zawarto$é
polifenoli posiadaja octy: wisniowy, aroniowy oraz z czarnego bzu, czyli przygo-
towane z owocoéw jagodowych powszechnie uznawanych za owoce o silnych wia-
sciwosciach prozdrowotnych, tzw. super food [36-38]. Badania korelacji wskazuja,
ze aktywno$¢ przeciwutleniajgca probek octéw jest $cisle zwigzana z zawartoscia
zwiazkdéw polifenolowych.

Artykut powstat w ramach dofinansowania z Funduszu Stypendialnego im. Stanista-
wa Pigonia Panistwowej Akademii Nauk Stosowanych w Krosnie.
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Ocena zawartosci zelaza w wybranych ptatkach owsianych
Evaluation of the iron content of selected oat flakes
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Streszczenie

Niedoboér zelaza (Fe) stanowi jeden z najczestszych i najbardziej rozpowszechnio-
nych niedoboréw skladnika odzywczego. Niewystarczajaca ilo$¢ zelaza, a zatem
taka, ktora nie pozwala na utrzymanie funkgji fizjologicznych, moze objawia¢ sie
zawrotami glowy, zmeczeniem, bladoscia i suchoscig skéry czy tez nieregularnym
biciem serca. Brak tego mikroelementu moze mie¢ niekorzystne skutki na diugoter-
minowy rozwoj neurologiczny i zachowanie u dzieci. Zaspokojenie zapotrzebowa-
nia na skladnik odzywczy u 0s6b w danym wieku i ptci powinien opiera¢ sie w glow-
nej mierze na $rednim dziennym spozyciu zalecanych ilosci zelaza. Platki owsiane
sg zrodtem wielu skladnikéw mineralnych, takich jak biatko, potas, magnez, wita-
mina B, a takze zelazo. Wyr6zniamy trzy rodzaje ptatkéw owsianych: klasyczne,
blyskawiczne oraz gorskie. Produkty réznig si¢ procesem przetwarzania, stopniem
rozdrobnienia i granulacjg ziarna. Celem pracy bylo okreslenie rdznic w zawarto-
$ci zelaza w platkach owsianych ze wzgledu na rodzaj tego produktu spozywczego.
Najwyzsza zawarto$cig Fe charakteryzowaly sie klasyczne platki owsiane, cechujace
sie najmniejszym stopniem przetworzenia — 34,494 mg-kg'. Niewiele mniejszg za-
warto$¢ pierwiastka, na poziomie 33,967 mg-kg”, stwierdzono w platkach gérskich,
natomiast platki blyskawiczne, poddane obrébce w najwiekszym stopniu, zawieraty
31,470 mg-kg' mikroelementu.

125



Herbalism nr 1(9)/2023

Summary

Iron deficiency is one of the most common and widespread deficiencies of the nu-
trient. Insufficient amounts of iron necessary to maintain physiological functions
can manifest as dizziness, fatigue, pale and dry skin, or irregular heartbeat. Lack
of the micronutrient can have adverse effects on long-term neurological develop-
ment and behavior in children. Satisfaction of nutrient requirements for a given age
and gender should be based primarily on the average daily intake of reccommended
amounts of iron. Oatmeal is a source of many minerals, such as protein, potassium,
magnesium, vitamin B, as well as iron. There are three types of oat flakes - classic
flakes, instant flakes and mountain flakes. The products differ in processing, degree
of grinding and granulation of the grain. The purpose of this study was to determi-
ne the differences in iron content in oat flakes due to the types of the food product.
The highest Fe content was found in classic oat flakes characterized by the lowest
level of processing — 34.494 mg-kg'. A slightly lower content of the element, at
33.967 mg-kg', was found in mountain flakes, while instant flakes, characterized by
the highest level of processing, contained 31.470 mg-kg™ of the micronutrient.

Wstep

Mikroelementy to sktadniki, ktore wystepuja w organizmie w sladowych ilosciach
[1, 2]. Mimo ich niewielkiej zawartosci w organizmie sg one niezbedne do jego pra-
widlowego funkcjonowania [3-5]. Do jednych z wazniejszych nalezy zelazo, ktdre
wystepuje w organizmie w dwdch przedziatach - magazynowym i funkcjonalnym.
Wiekszo$¢ zelaza wystepuje we krwi w postaci dwuwarto$ciowego jonu zwigzanego
z hemoglobing, ktdrej funkcjg jest transport tlenu z ptuc do tkanek [4-6]. Pier-
wiastek ten wystepuje rowniez w szpiku kostnym, gdzie bierze udzial w procesie
powstania erytrocytow, czyli krwinek czerwonych [5]. Mikroelement jest wykorzy-
stywany réowniez w procesach metabolicznych ze wzgledu na obecnos¢ w skladzie
enzymow — stanowi skladnik mioglobiny wystepujacej w miesniach. Rola zelaza
zwigzana jest takze z dzialaniem przeciwutleniajgcym i wspomaganiem pracy ukla-
du odpornosciowego. Dodatkowo pierwiastek ten sprzyja detoksykacji szkodliwych
substancji obecnych w watrobie, a takze wplywa na metabolizm cholesterolu [6].
Ocenia si¢ zatem, ze zelazo uczestniczy w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu
krwionos$nego, nerwowego oraz sercowo-naczyniowego. W organizmie obecna jest
réwniez hemosyderyna, ktéra stanowi nieaktywny zapas zelaza [7]. Zasoby tego
pierwiastka niezbedne do pracy tkanek i narzadéw sa w ciagglym obiegu wewnetrz-
nym. Mikroelement ten jest w wiekszosci odzyskiwany ze zniszczonych krwinek
czerwonych, natomiast 20% zasobow dostarczane jest przez pozywienie. Wskaza-
no jednak, ze Zelazo jest wchianiane z positkow zaledwie w 10% [3]. Rzeczywisty
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niedobdr zelaza jest definiowany jako zmniejszenie si¢ zapaséw mikroelementu
w organizmie [8]. Zawartos¢ i zapotrzebowanie na Zelazo jest zalezne od plci oraz
wieku, a takze innych okolicznosci, takich jak menstruacja czy cigza (Tabela 1).

Tabela 1. Srednie zapotrzebowanie na zelazo ze wzgledu na wiek oraz pleé.
Table 1. Average iron requirements by age and gender.

Wiek/pte¢ Srednie zapotrzebowal‘ue na zelazo
[mg/kg masy ciala]
6-24 miesiecy 11
1.-3. rok zycia 5,8-9
4.-8. rok zycia 6,1-10
10.-13. rok zycia 8-11
Dziewczyny w 15
13.-18. roku zycia
Chtopcy
o 12

w 13.-18. roku zycia
Kobiety

- 18
po 18. roku zycia
Mezczyini

N~ 10
po 18. roku zycia
Kobiety w cigzy 27

Zrédlo: [9, 10].

Jedna z gléwnych przyczyn utraty tego skfadnika odzywczego przez organizm
jest krwawienie. Zwraca sie zatem uwage, ze grupg szczegdlnie narazona na nie-
dobor zelaza sg kobiety — ze wzgledu na krwawienie menstruacyjne czy wystapie-
nie choréb drég rodnych, do ktérych naleza endometrioza i miesniaki macicy [11].
Duze zapotrzebowanie na zelazo przypada na czas cigzy, a takze okres poporodo-
wy. Przyjmowanie odpowiednich ilosci tego pierwiastka jest bardzo wazne u dzieci
miedzy 6. a 24. miesigcem Zycia ze wzgledu na jego wplyw na proces rozwoju dziec-
ka - uczenia si¢ i zapamigtywania [12]. W okresie tym nastepuje szybkie réznico-
wanie si¢ tkanek, a takze rozwoéj osrodkowego ukladu nerwowego i uktadu psycho-
motorycznego. Na wysokie straty tego mikroelementu narazeni s réwniez dawcy
krwi. Jednorazowe oddanie krwi prowadzi do utraty okoto 230 mg zelaza [12]. Uzu-
pelnienie tego niedoboru moze trwa¢ nawet 5-6 miesiecy [13]. Inng grupa, ktdra
w szczegolny sposdb powinna zadbac o zapewnienie odpowiednio wysokiej podazy
zelaza, sg osoby aktywne, trenujgce sporty wytrzymalo$ciowe. Wystgpienie nie-
doboru Zelaza moze powodowa¢ stany chorobowe, takie jak anemia [14]. Anemie
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definiuje si¢ jako niedokrwisto$¢, czyli zmniejszenie liczby czerwonych krwinek,
lub jako stan patologiczny, w ktérym liczba erytrocytow jest niewystarczajaca do
zaspokojenia potrzeb fizjologicznych [15, 16]. Anemia charakteryzuje si¢ obni-
zeniem poziomu hemoglobiny we krwi, co skutkuje zmniejszeniem zdolnosci
przenoszenia tlenu. Objawia si¢ zmeczeniem, zawrotami glowy i trudno$ciami
w oddychaniu [17]. Innymi objawami niedoboru zelaza s3a blados¢ skéry oraz
oslabienie wloséw i paznokci, a takze zmniejszony apetyt [18].

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) prawie 3,7 mld ludzi
ma niedobdr zelaza, co powoduje anemie u 2 mld ludzi [19]. Oszacowano, ze 40%
stanowig kobiety niebedace w cigzy, a 50% kobiety w cigzy. Stwierdzono réowniez, ze
31% dzieci w wieku ponizej 5 lat ma anemie, gtéwnie niedokrwisto$¢ z niedoboru
zelaza [19]. Niedobor tego mikroelementu u dzieci moze wplynac réwniez na zabu-
rzenia zachowania i funkcjonowanie pamieci [20]. Przestrzeganie wartosci zaleca-
nego przyjmowania tego mikroelementu w pozywieniu pozwala unikna¢ objawow
jego niedoboru.

W dietetyce wyrdznia si¢ dwie formy zelaza — hemowa, uznawana za lepiej przy-
swajalne zelazo pochodzenia zwierzgcego, oraz niehemows, pochodzenia roslinne-
go [21]. Do produktéw bogatych w ten pierwiastek zaliczane s3 najczesciej réznego
rodzaju podroby, watrobka, wotowina czy wieprzowina.

Tabela 2. Wybrane zrodla zelaza w formie hemowej, pochodzenia zwierzecego.
Table 2. Selected sources of iron in heme form, of animal origin.

. Zawartos$¢ zelaza
Produkty zwierzece [mg/100 g produktu]
Watroba wieprzowa 18,7
Podroby drobiowe 9,5
Salceson czarny 7,5
Kietbasa mysliwska 2,5
Wolowina 2,3

Zrédlo: [22].

Czgsto zwraca si¢ uwagg, iz efektem diet wegeterianskiej i weganskiej, eliminu-
jacych produkty odzwierzece, jest niedobdr tego skfadnika [23-25]. Wegetarianom
zalecane jest zwigkszenie spozycia zelaza poprzez spozywanie réznorodnych pokar-
mow roslinnych bogatych w ten mikroelement [26].

128



Ocena zawartosci zelaza w wybranych ptatkach owsianych

Tabela 3. Wybrane zrédla zelaza pochodzenia roslinnego.
Table 3. Selected sources of iron from plant sources.

Produkty roslinne [n?;/v;?)l(‘)t(g)é;riecizﬁu]
Pestki dyni 15,0
Fasola biala 6,9
Kasza jaglana 4,8
Groch 4,7
Migdaly 3

Zrédlo: [22].

Najpopularniejszymi strategiami zapobiegania niedoborowi mikroelemen-
tow jest suplementacja preparatami farmaceutycznymi i wzbogacenie Zywnosci.
Dodawanie zelaza do produktéw spozywczych dotyczy przede wszystkim grup
spotecznych najbardziej narazonych na wystapienie niedoboru zelaza, takich jak
dzieci w wieku szkolnym i kobiety w cigzy [27]. Zelazo jest jednak uznawane za
jeden z trudniejszych skladnikéw mineralnych, poniewaz blokuje ono dziatanie
niektorych sktadnikéow diety [28].

Ptatki owsiane

Owies ma unikalny sktad chemiczny oraz niezwykle wysoka warto$¢ fizjologicz-
ng i odzywcza [29]. Platki owsiane sg produkowane z mielonych, cietych lub wal-
cowanych ziaren owsa, a niektére produkty owsiane sg rowniez wzbogacane zela-
zem i witaminami z grupy B [30]. Zawierajg znaczne ilosci blonnika pokarmowego
i weglowodanéw. Podane w réznej formie s3 uznawane za element zdrowej diety ze
wzgledu na wplyw B-glukanu na obnizenie stezenia w osoczu LDL cholesterolu [31].
Warto zauwazy¢, ze B-glukan, czyli rozpuszczalny blonnik, posiada wlasciwosci
fizjologiczne i bioaktywne, ktére moga przyczynic si¢ do poprawy poziomu lipi-
dow we krwi, a takze obnizenia poziomu glukozy we krwi i cholesterolu [32, 33].
Potwierdzono réwniez, ze platki owsiane obnizaja poziom glukozy we krwi u 0séb
z cukrzycg typu 2 [34]. Produkty te sg bogate w skladniki mineralne. Wedlug ba-
dan konsumenci platkéw owsianych cechuja si¢ wyzszym spozyciem blonnika,
wapnia, zelaza, magnezu oraz witamin A i E niz osoby spozywajace inne rodzaje
$niadan [35]. W platkach owsianych mozna wyrdzni¢ mikroelementy takie jak
miedz, cynk czy zelazo. Zgodnie z danymi ,Warto$ci odzywczych wybranych pro-
duktéw spozywczych i typowych potraw” platki owsiane zawierajg 3,9 mg zelaza
na 100 g produktu [22].
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W sklepach spozywczych mozna znalez¢é rézne odmiany platkdw owsianych.
Dostepne sg klasyczne platki owsiane, ale rdwniez btyskawiczne oraz gérskie. Zwy-
kie platki owsiane cechujg si¢ najnizszym poziomem przetworzenia i powstaja
przez zgniecenie ziarna. Platki btyskawiczne charakteryzujg si¢ natomiast tym, ze
s3 przygotowywane szybciej w poréwnaniu do ich formy klasycznej. Rozluzniona
i rozmigkczona struktura ziaren sprawia, ze zalanie produktu goraca woda lub mle-
kiem umozliwia natychmiastowe przyrzadzenie positku. Podobnie jest w platkach
gorskich, w przypadku ktérych nastepuje dodatkowy proces podczas przetwarzania
produktu. Ziarna s3 bowiem dodatkowo rozdrabniane przed etapem zgniatania, co
nadaje drobniejszg forme uzyskanemu produktowi.

Réznice w stopniu przetworzenia produktu spozywczego moga mie¢ wpltyw na
zawarto$¢ skltadnikéw odzywcezych w jego ostatecznej formie. Podczas procesu pro-
dukcji i obrébki platki owsiane mogg traci¢ pewne wartosci mikroelementéw. Ce-
lem pracy bylo okreslenie, czy zréznicowana forma przetwarzania platkéw owsia-
nych wplywa na zawartos¢ zelaza w tym produkcie spozywczym.

Materiat i metody

Do analizy przygotowano pie¢ opakowan platkéw owsianych kupionych w sklepach
spozywczych w Bialej Podlaskiej. Wszystkie zostaly wyprodukowane na terenie wo-
jewodztwa podlaskiego. Produkty pochodzily z trzech zakladéw: Podlaskich Za-
ktadéw Zbozowych S.A. (ul. Elewatorska 14, 15-959 Bialystok), BioLife Sp. z o.o.
(ul. Miodowa 17, 17-100 Bielsk Podlaski) oraz Naura Merkury S.A. (ul. Sejnenska
16, 15-399 Bialystok). Badane produkty stanowily: trzy opakowania klasycznych
platkéw owsianych (PO1, PO2, PO3), jedno opakowanie ptatkéw owsianych bty-
skawicznych (PO4) i jedno opakowanie platkéw owsianych gorskich (PO5). Z kaz-
dego opakowania produktu pobrano okolo 10 g produktu i suszono w temp. 105°C
przez 24 h do ustabilizowania si¢ wagi. Wysuszone préby rozdrobniono za pomoca
mlynka wibracyjnego (Fritsch Analysette 3) do uzyskania drobnego proszku. Z kaz-
dej z pigciu probek (PO1, PO2, PO3, PO4, PO5) pobrano po 3 prébki pomiarowe
o masie 0,5 g. Sproszkowane probki przeniesiono do naczyn teflonowych, poddano
trawieniu za pomoca 1 ml 35-38% kwasu chlorowodorowego (Chempur) i 6 ml
65% kwasu azotowego (POCH Basic) i ogrzewano w piecu mikrofalowym (Anton
Paar). W ukladzie trawienia mikrofalowego ustawiono program przeznaczony do
roztwarzania mikrofalowego produktéw zbozowych (temp. 110°C przez 5 min,
220°C przez 20 min i 70°C przez 25 min). Zawartos¢ naczyn do mineralizacji prze-
filtrowano na saczkach jakosciowych o $rednicy 150 mm i gramaturze 80 (Chem-
land), przelewajac ja do falkonéw, a nastepnie rozcienczono do 50 ml za pomoca
wody destylowanej. Uzyskany rozwor badano za pomocg spektrometru ICP-OES
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(Spectroblue). Pierwiastek oznaczono ilo§ciowo przez odniesienie do krzywej ka-
libracyjnej wielopierwiastkowego roztworu wzorcowego (VHG, Standard, LGC)
w jej liniowym zakresie. Otrzymane wyniki opracowano statystycznie przy pomocy
MS Excel metodg jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Réznice przyjeto
jako statystycznie istotne przy poziomie istotnosci p < 0,05.

Wyniki i dyskusje
Badanie dotyczace oznaczenia zawartosci zelaza przeprowadzono na podstawie na-
tezenia sygnatu linii na dwdch liniach Fe - 259,941 nm i 261,187 nm (Rysunek 1).
Na ich podstawie wykonano oznaczenie pierwiastka sladowego w odniesieniu do
standardu (VHG, Standard, LGC).

Fe 259.941 Fe 261.187

200,0K

200,0KF- e T ool IREXEEEEEERERD SETRRRRTRII

100,0KF- - ovvvnen Ses s | : sk SRR ...........

259.92 269.94 259,98 259.98 26118 20119 201.20

Lambda [nm] Lambdsa [nm]

Rysunek 1. Sygnaly badanych probek pieciu opakowan platkoéw owsianych i sygnat tta na dwoéch
dlugosciach linii: 259,941 nm i 261,187 nm, charakterystycznych dla pierwiastka Fe.

Figure 1. Signals of tested samples of five oatmeal packages and background signal at two line
lengths of 259.941 nm and 261.187 nm characteristic of the element Fe.

Zrédlo: badanie wiasne.
Wyniki pokazuja réznice w stezeniach Zelaza pomiedzy opakowaniami platkéw

owsianych réznych marek i odmian. Stezenia pierwiastka w badanych probkach
wahaly sie od 30,367 do 38,720 mg-kg” (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Srednie stezenia Zelaza + bledy standardowe w platkach owsianych pieciu réznych
marek i trzech odmian: PO1, PO2, PO3 - klasyczne platki owsiane, PO4 - ptatki owsiane blyska-
wiczne i PO5 - platki owsiane gorskie.
Figure 2. Mean iron concentrations + standard errors in oat flakes of five different brands and three
varieties — PO1, PO2, PO3 - classic oat flakes, PO4 - instant oat flakes and PO5 — mountain oat flakes.

Zrédto: badanie wlasne.

Srednia zawartos¢ zelaza w klasycznych platkach owsianych z trzech réznych
opakowan wyniosta 34,494 mg-kg'. Blyskawiczne platki owsiane charakteryzowaty
sie najnizszg zawartoscig mikroelementu - na poziomie 31,470 mg-kg". Gorskie
platki owsiane mialy natomiast 33,967 mg-kg' Fe w skladzie.

Podsumowanie

Celem pracy byla ocena zawartosci zelaza w wybranych platkach owsianych. Na
podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, Ze stopienn przetworzenia pro-
duktu spozywczego wplywa na zawartos¢ wystepujacego w nim skladnika odzyw-
czego. Wykazano, Ze najmniej przetworzone, niepoddane dodatkowej obrobce plat-
ki owsiane cechujg si¢ najwyzszym poziomem mikroelementu (34,49450 mg-kg™").
Platki gorskie, tatwe i szybkie w przygotowaniu, sa wcigz bogate w wartosci od-
zywcze i zawierajg 33,967 mg-kg' zelaza. Najnizszy poziom zelaza (31,470 mg-kg™)
cechuje platki btyskawiczne. Ze wzgledu na wygode pozniejszego przyrzadzania
ziarna owsa na etapie produkcji sg dodatkowo rozbijane i poddawane hydratacji, co
powoduje obnizenie wartosci odzywczej produktu. Procesy technologiczne i zabie-
gi, ktérym poddawane sg ziarna w celu otrzymania platkéw owsianych, przyczynia-
ja si¢ do obnizenia zawartosci zelaza w gotowym produkcie.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono znaczenie skrobi w przetwdrstwie spozywczym i innych
galeziach przemystu przetworczego, ze szczegolnym wskazaniem na skrobig ziem-
niaczang. Oméwiono podstawowe informacje dotyczace budowy skrobi i jej znacze-
nia dla zdrowia czlowieka. Na podstawie danych Gléwnego Urzedu Statystycznego
przedstawiono przemystowe przetworstwo ziemniaka w Polsce oraz produkeje skrobi
ziemniaczanej w ostatnim piecioleciu (2018-2022). Liczne badania wykazaly, ze skro-
bia, w tym skrobia ziemniaczana, ma bardzo duze znaczenie w przetworstwie spo-
zywczym i przemystowym. Doniesienia naukowe wskazuja, ze skrobie ziemniaczang
trudno jest zastapi¢ innym rodzajem skrobi ze wzgledu na jej wyjatkowe cechy.

Summary

The paper presents the importance of starch in food processing and other proces-
sing industries, with particular emphasis on potato starch. Basic information on the
structure of starch and its importance for humans is discussed. Based on the data of
the Central Statistical Office, the industrial processing of potato in Poland is shown
and the production of potato starch in the last five years (2018-2022) is presented.
Numerous studies have shown that starch, including potato starch, is very impor-
tant in non-food processing. Scientific reports indicate that potato starch is difficult
to replace with another type of starch due to its unique features.
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Wstep

Skrobia jest naturalnym biopolimerem, ktory w przyrodzie wystepuje w wielu rosli-
nach, ale przede wszystkim w bulwach ziemniaka i w zbozach [1, 2]. Jest biodegra-
dowalnym i bioodnawialnym Zrédlem energii gromadzonym przez roéliny zielone.
Wazna role skrobi potwierdza jej wystepowanie w wielu czesciach rosliny w réznych
fazach rozwojowych podczas wegetacji. Najczesciej wymienianymi sg nasiona, ko-
rzenie i bulwy, ale tez liscie, odygi, owoce, a nawet pytki [3]. Skrobia wystepuje
w komarkach rodlinnych w postaci charakterystycznych gateczek, zwanych tez ziar-
nami [4]. Jest polisacharydem sktadajacym sie z dwdch faz, w jej sklad wchodza dwie
frakcje, tj. amyloza i amylopektyna, czyli dwa rodzaje makroczasteczek: amyloza
- o budowie liniowej oraz amylopektyna - o budowie rozgalezionej, co oznacza, ze
z chemicznego punktu widzenia nie jest to material jednolity [5]. W amylopektynie,
podobnie jak w amylozie, wystepuja wigzania a-1,4-glikozydowe oraz dodatkowo
wigzania a-1,6-glikozydowe, Iaczace jednostki glukozy. Te dwie frakcje, wystepu-
jac w roznych stosunkach ilo$ciowych w zaleznosci od pochodzenia skrobi, tworza
strukture przestrzenng. Przyjmuje sie, ze amyloza stanowi okolo 20% masy skrobi.
Dzieki swej budowie polimeru moze pod wptywem réznych czynnikéw fizycznych,
chemicznych i biochemicznych ulega¢ depolimeryzacji z wytworzeniem réznych
produktow — od wysokoczasteczkowych dekstryn po monosacharyd glukozy [4]. Te
mozliwosci zmian struktury i wlasciwosci skrobi s3 wykorzystywane w przemysle
skrobiowym, przy produkcji hydrolizatéw i krochmali modyfikowanych. Skrobia
jest podstawowq rezerwg energetyczna i najwazniejszym surowcem, z ktdrego lu-
dzie pozyskuja energie [6]. Kazda zdrowa i zbilansowana dieta powinna zawiera¢
80-90% skrobi w dobowej puli weglowodandéw [7]. Nie od dzi§ wiadomo, ze nalezy
poddac ja obrdbce termicznej (poprzez ugotowanie lub upieczenie), aby mogla by¢
strawiona przez uktad pokarmowy czlowieka.

Ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci zelujace i zageszczajace skrobia
znajduje szerokie wykorzystanie w niemal kazdej branzy przemystu spozywcze-
go [8]. Jako drugi najobficiej wystepujacy biopolimer na $wiecie wykorzystywa-
na jest jako Zywno$¢, pasza, odnawialny surowiec do produkcji bioenergii, ma
tez wiele innych zastosowan przemystowych [9]. Skrobia jest idealna do mody-
fikowania struktury wielu przetworzonych i gotowanych w domu produktow
zywnoséciowych [10]. Jest ona stosowana jako skladnik Zywnosci w produktach
piekarniczych, przekaskach i wyrobach cukierniczych oraz znajduje szerokie za-
stosowane w licznych innych galeziach przemystu przetworczego [11]. Rozwdj
przemystu farmaceutycznego, papierniczego czy tekstylnego moze warunkowac
wzrost zapotrzebowania na skrobie. Wspdlczesnie skrobia jest stosowana jako
uniwersalny srodek wypetniajacy i rozsadzajacy w produkgji tabletek o réznych
parametrach morfologicznych [12]. Skrobia jest substancja o wiasciwosciach
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chlongcych oraz ostaniajacych, stad uzywana jest w produkcji pudréw czy zasypek
[13]. Przemysl spozywczy wykorzystuje okoto 60% skrobi, przemyst papierniczy
28%, natomiast przemysty chemiczny i farmaceutyczny zagospodarowuja 14% wy-
produkowanej na $wiecie skrobi [14].

Zrodta pochodzenia skrobi i jej wybrane odmiany
- skleikowana i oporna

Skrobie pozyskuje si¢ przede wszystkim z kukurydzy; otrzymany w ten sposob
weglowodan stanowi ponad 80% $wiatowego rynku skrobi, a najwiekszym pro-
ducentem sg Stany Zjednoczone. W Europie gtéwnymi surowcami do pozyski-
wania skrobi sg pszenica i bulwy ziemniaka, a w Azji najwigkszg popularnoscia
pod tym wzgledem ciesza si¢ maniok i tapioka. Inne skrobie, takie jak ryzowa
czy ze stodkich ziemniakow, stanowia jedynie niewielka cze$¢ Swiatowej pro-
dukgji skrobi [15].

W zaleznosci od temperatury spozywanych produktéw zawierajacych skrobie
moze ona wystepowaé w roznych odmianach, np. skrobia skleikowana i opor-
na. Surowa skrobia ma forme krystaliczna, to znaczy, ze czasteczki skrobi $cisle
przylegaja do siebie, tworzac przypominajace krysztalki struktury, ktére nie sg
trawione przez enzymy trawienne. W czasie gotowania skrobia chionie wode,
pecznieje, jej struktury ulegajg rozluznieniu i przybiera forme, ktéra moze by¢
trawiona; jest to tzw. skrobia skleikowana, a proces wchianiania wody to kle-
ikowanie. Jezeli taka skleikowang skrobig sie schiodzi, to ulega ona procesowi
retrogradacji, czyli woda jest ,uwalniana’, a czgsteczki skrobi z powrotem lacza
sie w struktury krystaliczne [16, 17].

Wielkos¢ ziaren skrobiowych wplywa na temperature kleikowania skrobi. Skro-
bie, ktérych ziarna sg wigksze, cechujg si¢ nizszymi temperaturami kleikowania.
Najmniejsze granulki skrobiowe wystepuja w komdrkach owsa, ryzu oraz roslin
egzotycznych, a najwicksze mozna zaobserwowa¢ w skrobi ziemniaczanej [18].
Skrobia oporna to weglowodan, ktory jest odporny na dziatanie enzymow trawiennych
i w niezmienionej formie przechodzi do jelita grubego. Stanowi ona pozywke dla pozy-
tecznych bakterii jelitowych i pelni wiele funkcji prozdrowotnych. Wystudzenie pro-
duktéow zawierajacych skrobie moze wplyna¢ na zmniejszenie ich indeksu glike-
micznego (wystarczy zatem dodac takie wyroby do salatek serwowanych na zimno,
aby obnizy¢ ich indeks glikemiczny) [19].

Skrobia oporna wykazuje dziatanie prozdrowotne, w zwiazku z czym trakto-
wana jest jako skladnik blonnika pokarmowego [20]. Skrobia naturalna dostarcza
4 kcal/g, a wartos$¢ energetyczna uzyskana z 1 g skrobi opornej jest prawie o potowe
mniejsza (2-3 kcal/g) [21].
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Produkcja ziemniaka skrobiowego i skrobi ziemniaczane;j

W ostatnich latach rynek produkcji ziemniaka w Polsce podlega stalym zmianom.
Wedtug danych Gléwnego Urzedu Statystycznego (GUS) w sezonie 2021/2022
zbiory bulw ziemniaka w Polsce, niezaleznie od dziedziny produkcji, wynio-
sty okoto 7,1 mln ton, z czego zbiory tego surowca z przeznaczeniem na skrobie
-1 088 tys. ton (15,4% ogodtu zbioréw) [22]. Produkcja skrobi ziemniaczanej pro-
wadzona jest gtéwnie w Europie, a w Unii Europejskiej (UE) udzial ziemniakow
w ogodlnej produkcji skrobi wynosi okoto 20%. Polska, obok takich krajow jak
Niemcy, Holandia, Francja, Dania czy Czechy, zaliczana jest do gtéwnych produ-
centow skrobi w Europie [23].

Skup bulw ziemniaka ogétem w Polsce rejestrowany przez GUS w sezonie pro-
dukcyjnym 2021/2022 wynidst ponad 2 mln ton i byt mniejszy o 29 tys. ton niz
w sezonie poprzednim (2020/2021). W ciagu pigciu sezonéw produkcyjnych w sku-
pie ziemniakéw ogdtem bulwy przemystowe Solanum tuberosum stanowily okoto
50% (Tabela 1). Udzial ziemniakéw skrobiowych w puli ziemniakéw wykorzysty-
wanych w przemysle byt bardzo wysoki, wynosit okoto 90% w kazdym z poréwny-
wanych lat.

Tabela 1. Udzial ziemniakéw przemystowych, w tym skrobiowych, w ogdlnym skupie ziemnia-
kéw w [%].
Table 1. Share of industrial potatoes, including starch potatoes in the total buying of potatoes in [%].

Wyszczegolnienie 2017/2018 2018/2019 2019/2020 2020/2021 2021/2022
Ziemniaki przemystowe: 54,4 478 48,2 52,2 48,7
w tym skrobiowe 93,0 92,9 88,6 87,9 90,8

Zrédto: [22]

W strukturze rozdysponowania krajowych zasobéw ziemniaka w sezonie
2022/2023 najwiekszy udzial moze mie¢ jego przerdb przemystowy, przewiduje sig,
iz wyniesie on 35,2% (Rysunek 1). Przedstawiona prognoza podkresla znaczenie
przemystowego przetworstwa ziemniaka w Polsce i moze by¢ zacheta do podejmo-
wania jego produkcji, tym bardziej ze w warunkach wieloletnich uméw kontrakta-
cyjnych rolnicy majg zapewniony zbyt [24].

Po rekordowym przemystowym przerobie ziemniaka na skrobi¢ w sezonie pro-
dukcyjnym 2020/2021 na poziomie 1 130 tys. ton w dwdch kolejnych okresach za-
notowano tendencje spadkowa (Tabela 2). Na przestrzeni analizowanych lat w pro-
gnozowanym sezonie (2022/2023) wykorzystanie ziemniakéw w krochmalnictwie
moze by¢ najmniejsze w ciggu ostatniego pieciolecia. Pozostate kierunki przemysto-
wego przerobu ziemniaka w prezentowanych latach wykazywaly réznokierunkowe
zmiany.
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Rysunek 1. Rozdysponowanie krajowych zasob6éw ziemniaka w % w sezonie 2022/2023.
Figure 1. Disposition of national potato resources in % in 2022/2023.

Zrédlo: [22].

Tabela 2. Przemystowy przeréb ziemniaka w tys. ton.
Table 2. Industrial processing of potato in thousand tons.

I;:;:‘r‘:;l: 2018/2019 |  2019/2020 2020/2021 2021/2022 | 2022/2023*
Na skrobie 910 780 1130 960 720
Na susze 214 202 225 212 190
Na spirytus 33 30 50 45 35
Na inne przetwory 1247 1248 1221 1320 1270
Ogolem 2404 2260 2626 2537 215
* prognoza
Zrédto: [22].

Produkcja skrobi ziemniaczanej wytworzona w przedsiebiorstwach przemystu
skrobiowego w Polsce w analizowanych latach (2018-2022) byla zréznicowana.
W analizowanym czasie najwiekszy jej poziom zanotowano w 2020 r. i od tego se-
zonu przez dwa kolejne krajowy wolumen produkgji tego wyrobu wykazywat ten-
dencje spadkowa (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Produkcja skrobi ziemniaczanej w Polsce w tys. ton.
Figure 2. Production of potato starch in Poland in thousand tons.

Zrédlo: [22].

W wyniku pandemii COVID-19 pojawily sie¢ nadwyzki surowca - zaréwno
ziemniaka jadalnego, jak i przeznaczonego do przemystu skrobiowego. W zwiaz-
ku z nadwyzka skrobi ceny oferowane przez podmioty skupowe ziemniaka skro-
biowego byly na pograniczu oplacalnosci produkeji, co wptyneto na sytuacje ryn-
kowg skrobi. Na poziom oferowanych cen krajowych wywarly wplyw zmieniajace
sie $wiatowe ceny surowca [25]. Do roku 2019, czyli w okresie przed pandemia,
odnotowywano tendencje rosnaca w przetwodrstwie spozywczym i przemystowym
ziemniaka [26]. Nalezy podkresli¢, ze w gospodarce rynkowej podstawowym czyn-
nikiem decydujacym o rozwoju branzy jest popyt na dany produkt, zaréwno na
rynku wewnetrznym, jak i zagranicznym. W efekcie poszczegdlne wielkoéci (w tym
produkcyjne i ekonomiczne) ksztaltowane sg przez rynek i jego prawidlowosci.
Uchwycenie tendencji na rynku ziemniaka w Europie w ostatnim czasie nie jest
tatwe. Autorzy podejmujacy problematyke zmian w produkcji ziemniakéw w Polsce
i w UE [27], zmian na rynku ziemniaka w UE [28] czy temat samowystarczalnosci
krajow UE pod wzgledem produkeji ziemniakéw [29] oraz analizujacy zmiany na
rynku ziemniaka w Polsce [30] nie wskazuja scenariuszy dotyczacych blizszej czy
dalszej przyszlosci.
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Znaczenie skrobi ziemniaczanej

W zaleznosci od swojego botanicznego pochodzenia skrobia charakteryzuje sie
odmiennymi wlasciwo$ciami fizycznymi, takimi jak wielkos$¢ czy ksztalt gateczek,
a takze wykazuje rézne wlasciwosci funkcjonalne [31]. Z technologicznego punktu
widzenia najlepszym surowcem wyjsciowym do produkcji produktéw skrobiowych
jest skrobia ziemniaczana [4]. Jej zaletg jest wysoka czysto$¢, szczegdlnie w pordw-
naniu do skrobi zbozowej — gléwnego konkurenta w Europie [32]. Skrobia z ziem-
niaka wyréznia si¢ niskg zawartos$cig zanieczyszczen (takich jak bialko, tluszcz), co
sprawia, ze w wielu dziedzinach jest nie do zastgpienia [33]. Skrobia ziemniaczana
- i szerzej: skrobia uzyskiwana z roslin bulwiastych — ma pewne unikalne wtasci-
wosci w poréwnaniu ze skrobig pochodzaca ze zboz. Do najwazniejszych z nich
nalezg dlugie fancuchy amylopektynowe tworzace krystality oraz obecno$¢ estrow
fosforanowych [34]. Cecha ta warunkuje np. §wiecenie skrobi w $wietle spolary-
zowanym, co oznacza, ze skrobia ziemniaczana $wieci silniej od zbozowej, co ma
znaczenie w przemysle papierniczym. Wielkos¢ ziaren skrobiowych, ktdre sg rézne
w zaleznosci od roéliny, z ktdrej otrzymywana jest skrobia, wptywa na tempera-
ture kleikowania skrobi. Skrobie, ktérych ziarna sg wigksze, cechujg si¢ nizszymi
temperaturami kleikowania [4]. Najmniejsze granulki skrobiowe wystepuja w ko-
morkach owsa, ryzu oraz roélin egzotycznych, a najwigksze s3 obecne w skrobi
ziemniaczane;j.

Jednym z powoddéw szerokiego wykorzystania skrobi ziemniaczanej jest la-
two$¢ modyfikowania jej wlasciwosci, co umozliwia dostosowanie jej do zapo-
trzebowania nowoczesnych technologii. Wtasciwosci skrobi mona zmieniaé
w szerokim zakresie, dzialajac na nig czynnikami chemicznymi, fizycznymi, jak
réwniez enzymatycznie [35].

Gléwne zastosowania skrobi ziemniaczanej i jej modyfikatoréw mozna podzie-
li¢ na dwie zasadnicze grupy:

* przemystowe (techniczne),

* w przemysle spozywczym.

Do pierwszej wymienionej grupy zalicza si¢ przede wszystkim wykorzystanie
skrobi w produkcji papieru, w celu uzyskania jak najlepszej bieli, gtadkosci po-
wierzchni, przydatnosci do drukowania czy wytrzymatosci mechanicznej. Zuzy-
cie skrobi w produkcji papieru wynosi okoto 10% masy papieru [1]. W przemysle
widkienniczym skrobia ma zastosowanie w klejeniu przedzy, w krochmaleniu, far-
bowaniu czy satynowaniu [36]. Znaczna ilo$¢ produktow skrobiowych jest wyko-
rzystywana réwniez w przemysle gérniczym (flokulanty), hutniczym (dodatek do
mas formierskich), wiertnictwie (sktadnik ptuczek wiertniczych), chemicznym oraz
w produkcji tworzyw sztucznych i opakowan biodegradalnych [37]. Skrobia, bedac
biopolimerem pochodzenia roélinnego, calkowicie biodegradowalnym, stanowi
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ciekawg alternatywe w technologii betonu jako naturalny plastyfikator do betonéw
w stosunku do niebiodegradowalnych, a czasami wrecz toksycznych plastyfikatoréw [38].

Skrobia ziemniaczana wykorzystywana jest w medycynie. Specjalistyczne rusz-
towania na potrzeby inzynierii tkankowej, ktorych skladnikiem jest skrobia ziem-
niaczana, moga w przyszlosci zosta¢ wykorzystane jako nowoczesny produkt me-
dycyny spersonalizowanej. Takie rusztowania mogg znalez¢ zastosowanie jako
sztuczna skora lub material do opatrywania ran [39]. Inzynieria tkankowa jest in-
terdyscyplinarng dziedzing nauki, zajmujaca si¢ wykorzystaniem wiedzy medycz-
nej oraz metod inzynierii materialowej do wytwarzania funkcjonalnych zamienni-
kow uszkodzonych tkanek lub calych narzadéw [40]. Nalezy podkresli¢, ze skrobia
ziemniaczana to produkt fatwo dostepny na rynku polskim i pozwala na implemen-
tacje opracowanych rozwigzan laboratoryjnych do produkcji na duza skalg. Skrobia
ziemniaczana ma szerokie zastosowanie w wielu rodzajach przemystu, m.in. farma-
ceutycznym, papierniczym, wldkienniczym i w gérnictwie, dlatego na §wiecie popyt
na skrobi¢ ziemniaczang nieustannie wzrasta [41].

Wspolczesny przemyst spozywczy wykorzystuje na duzg skale enzymatyczne hy-
drolizaty skrobiowe. Obejmuja one szeroki zakres produktéw, od niskoczasteczko-
wych, takich jak glukoza i syropy maltozowe, az po produkty wysokoczasteczkowe,
jak maltodekstryny [42], ktdre sg produktem otrzymanym na skutek enzymatyczne-
go trawienia skrobi. Mozna je wyprodukowac¢ z udzialem réznych rodzajéow skrobi,
w tym skrobi ziemniaczanej. Maltodekstryny dzieki ré6Zznorodnym wtasciwosciom
posiadaja wiele cennych wlasciwoséci uzytkowych, m.in. emulgujace, stabilizujace,
sklejajace, spulchniajace, wypelniajace, przediuzajace swiezos¢, poprawiajace wla-
snosci smakowe, regulujace stodycz naturalng [43].

Warto, aby osoby, ktore borykaja si¢ z problemem zbyt wysokiego poziomu glu-
kozy we krwi, pamietaly, ze ugotowane i wystudzone ziemniaki zawierajg skrobig
oporng. Moga by¢ one doskonatym skladnikiem wielu satatek serwowanych na zim-
no i spozywane w ten sposdb przyczynia si¢ do obnizenia poziomu glukozy we krwi.

Podsumowanie

Skrobia stanowi przyklad wielofunkcyjnego surowca stosowanego w przemysle
- nie tylko spozywczym. Wlasciwosci reologiczne skrobi, umozliwiajace modyfi-
kacje jej lepkosci, sg kluczowe w odniesieniu do jej funkcjonalnosci jako dodatku
do zywnodci. Skrobia jest surowcem odtwarzalnym, pozyskiwanym kazdego roku
z produktéw roslinnych, w szczegdlnosci z ziemniaka, do uprawy ktérego Polska
ma sprzyjajace warunki glebowo-klimatyczne. Ze wzgledu na swoje szczegolne wta-
$ciwosci, a przede wszystkim dzigki mozliwosci ich modyfikacji, znajduje zastoso-
wanie we wszystkich dziedzinach zycia i nie nalezy jej unikac.
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Streszczenie

Celem pracy bylo dokonanie przegladu literatury naukowej dotyczacej zawarto-
$ci wybranych skladnikéw odzywczych w bulwach ziemniaka oraz mozliwosci ich
wykorzystania. Ziemniak (Solanum tuberosum L.), bedacy jedng z najwazniejszych
roélin jadalnych $wiata, stat si¢ cenionym produktem spozywczym, ze wzgledu na
cenne wlasciwosci odzywcze, dietetyczne i zdrowotne. O wysokiej jakosci bulw
decyduje zawartos¢ skladnikéw chemicznych oraz niska zawarto$¢ zwiazkow
toksycznych. Gléwnym sktadnikiem ziemniaka jest skrobia, stanowigca okoto
10-16% jego masy, zawartos$¢ biatka wynosi od 1,5 do 2,3%, przy czym ilo$¢ petno-
warto$ciowego bialka, zawierajacego wszystkie aminokwasy egzogenne, to okolo
1%. Kolejnym sktadnikiem majacym wplyw na ksztaltowanie wartosci odzywczej
bulw jest blonnik pokarmowy, ktéry stanowi 2,5% $wiezej masy. Ziemniaki sg waz-
nym zrédlem wielu witamin: C, B, BZ‘ B, PR E K, kwasu pantotenowego i kwasu
foliowego. Najwigksze znaczenie ma witamina C, ktérej zawarto$¢ wynosi okoto
20 mg w 100 g $wiezej masy bulw. W ziemniakach wystepuje okoto 0,1% lipidow,
ktore zawierajg nienasycone kwasy linolowy i linolenowy, okreslane jako witamina E
Dzigki malej zawartosci tluszczu niska jest warto$¢ energetyczna ziemniakow,
mieszczaca si¢ w przedziale 60-70 kcal w 100 g tego warzywa. Bulwy ziemniaka
sg zrodltem polifenoli oraz makro- i mikroelementéw. Szczegdlnie cenne s3: po-
tas, wapn i magnez, ktore majg dzialanie zasadotworcze. Spozycie 200 g ziemniaka
pokrywa 8-30% dziennego zapotrzebowania na potas, jod, magnez, zelazo, fosfor,
miedz i wapn. Dietetycy twierdza, Ze jego warto$¢ odzywcza jest tak duza, iz ziem-
niaki moga stanowi¢ przez pewien czas jedyny sktadnik pozywienia cztowieka bez
uszczerbku dla jego zdrowia.
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Summary

The aim of the study was to review the scientific literature on the content of selected
nutrients in potato tubers and the possibility of their use. Potato (Solanum tuberosum L.)
is one of the most important edible plants in the world and has become the most
important food product due to its valuable nutritional, dietary and health properties.
The quality of tubers is determined by the content of chemical components and the
low content of toxic compounds.

The main component of the potato is starch, about 10-16%, and a protein
content of 1.5 to 2.3%, with the amount of complete protein, containing all essential
amino acids, being about 1%. Another component that shapes the nutritional value
of tubers is dietary fiber, which accounts for 2.5% of the fresh weight. Potatoes
are an important source of many vitamins: C, Bl, B2, B6, PP, E, K, pantothenic
acid and folic acid. Vitamin C is the most important, with about 20 mg in 100 g
of fresh weight of tubers. In potatoes there is about 0.1% of lipids, which contain
unsaturated linoleic and linolenic acids, referred to as vitamin F. Thanks to the low-
fat content, the energy value of potatoes is low, in the range of 60-70 kcal - 100 g.
Potato tubers are a source of polyphenols and macro- and microelements. Especially
valuable are potassium, calcium, magnesium, which have an alkaline-forming
effect. Consumption of 200 g of potato covers the daily requirement of potassium,
iodine, magnesium, iron, phosphorus, copper, calcium in 8-30%. Translated with
www.DeepL.com/Translator (free version). Nutritionists claim that the nutritional
value of potatoes is so great that they may be the only ingredient of human food for
a while without detriment to their health.

Wstep

Bulwy ziemniaka caly czas stanowig wazng pozycj¢ w diecie przecietnego Polaka,
gdyz spozywane sa w znacznych ilosciach — okofo 100 kg na osobe rocznie, w tym
16 kg w postaci przetwordw ziemniaczanych. Tendencja spozycia bulw powinna sie
utrzymac ze wzgledu na ich cenne wilasciwosci odzywcze, dietetyczne i zdrowotne
[1-3]. Nalezy podkresli¢, ze prawidlowa dieta jest powszechnie uznawana za jeden
z najwazniejszych czynnikéw warunkujacych zdrowie. Bulwy ziemniaka odznacza-
ja sie duza wartoscig odzywcza, co wynika m.in. z zawartoséci cennego biatka, ktére
pod wzgledem jakosci zblizone jest do bialka jaja kurzego [2, 4, 5]. Ziemniaki sa
waznym zroédlem wielu witamin, ktérych przecietne ilosci w 100 g $wiezej masy wy-
noszg: B, (tiamina) - 0,1 mg, B, (ryboflawina) — 0,07 mg, B, (pirydoksyna) - 0,25 mg,
PP (niacyna) - 1 mg, kwas pantotenowy - 0,25 mg, kwas foliowy - 0,04 mg,
E (tokoferol) - 0,1 mg, K (filochinon) - 0,06 mg. Najwi¢ksze znaczenie ma witamina C,
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ktorej w 100 g Swiezej masy bulw jest okoto 20 mg [2]. Sg takze waznym Zroédlem
polifenoli, okreslanych jako metabolity wtérne o dziataniu przeciwutleniajacym [6],
oraz zrdédlem sktadnikéw mineralnych [7-10]. Celem pracy bylo dokonanie prze-
gladu literatury naukowej dotyczacej zawarto$ci wybranych skladnikéw odzyw-
czych w bulwach ziemniaka oraz mozliwosci ich wykorzystania.

Wybrane sktadniki odzywcze

Jednym z wazniejszych atrybutéw dla konsumenta i przetworcy ziemniaka jest
zawarto$¢ w tym warzywie bialka, ktére odznacza si¢ najwiekszg wartoscig od-
zywczg ze wszystkich bialek rodlinnych [2, 4, 11]. Biatko ziemniaczane jest boga-
te w aminokwasy egzogenne, takie jak: lizyna, leucyna, fenyloalanina i treonina,
ktérych organizm ludzki nie syntetyzuje. Z o$miu aminokwasoéw, ktére nalezy do-
starczy¢ organizmowi, az siedem znajduje si¢ w bialku ziemniaka [12-14]. Jako
jedno z nielicznych biatek roslinnych ma ono wartos¢ biologiczng odpowiadajaca
biatku zwierzgcemu [15, 16]. Poréwnywalne jest z biatkiem soi i tylko nieznacznie
ustepuje wartosci biatka jaja kurzego [2, 13]. Wedlug A. Peksy [17] i W. Leszczyn-
skiego [2] zawartos$¢ bialka ogolem w ziemniaku wynosi 1,5-2,3% $wiezej masy,
z czego bialko wlasciwe, okreslane jako ,czyste”, stanowi 35-65%. W badaniach
A. Wierzbickiej i C. Trawczynskiego [18] zawarto$¢ biatka miescita si¢ w grani-
cach 7,54-11,37%, a w badaniach K. Zarzeckiej i M. Gugaly [19] biatko stanowilo
9,15-11,68% suchej masy. Amerykanskie Stowarzyszenie do Badan nad Ziemnia-
kiem uznalo to warzywo za Zywno$¢ bezglutenows, zawierajaca doskonatej ja-
kosci biatko, co daje liczne mozliwosci jego wykorzystania. Gtoéwne korzysci ze
spozywczego zastosowania biatka ziemniaczanego to brak alergenéw oraz wyso-
ka odzywczos¢ [16, 11]. Kolejnym waznym skiadnikiem bulw ziemniaka jest wi-
tamina C. Zawieraja one znaczne ilo$ci witamin rozpuszczalnych w wodzie oraz
niewielkie ilo$ci witamin rozpuszczalnych w tluszczach. Przypuszczalnie wigze sie
to z niskg zawartoscig zwigzkow ttuszczowych w bulwach. Sposréd witamin roz-
puszczalnych w wodzie bulwy najwigcej zawierajg witaminy C, ktérej gléownymi
sktadnikami sg kwas askorbinowy i kwas dehydroaskorbinowy. Ziemniak jadalny
jest najtanszym i najbardziej powszechnym zrédtem witaminy C, ktérej zawar-
tos¢ w bulwach wynosi od 100 do 300 mgkg™' swiezej masy [2, 20]. Dzienne zapo-
trzebowanie organizmu czlowieka na witaming C wynosi od 50 do 100 mg, przy
czym $rednia zawarto$¢ witaminy C w bulwach surowych wynosi 200 mgkg™, zas
ziemniaki ugotowane zawierajg jej 80 mgkg' (w wyniku 60% strat). Zatem spozy-
cie 50 g ziemniakéw pokrywa do 16% dziennego zapotrzebowania cztowieka na
ten cenny skladnik [21]. Zawarto$¢ kwasu askorbinowego w bulwach ziemniaka
jest cechg odmianows i w znacznym stopniu zalezy od przebiegu pogody w czasie
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wegetacji [21-23]. W zalezno$ci od odmiany oraz warunkow uprawy zawartos¢
tego skladnika w bulwach zmienia si¢ w bardzo szerokim zakresie i waha si¢ naj-
czedciej w granicach od 50 do 300 mg-kg™' [24].

Waznymi skladnikami bulw ziemniaka s cukry redukujace, zwane monosacha-
rydami (glukoza + fruktoza) i sumy cukréw (cukry redukujace + sacharoza). Za-
wartos$¢ cukréw redukujacych w bulwach ziemniaka przeznaczonych do konsump-
cji bezposredniej powinna wynosi¢ nie wiecej niz 0,50% (poziom optymalny: maks.
0,25%), a sumy cukréow — maks. 1,0% w $§wiezej masie bulw [4, 25]. Wyzsza koncen-
tracja monosacharydéw w polaczeniu z aminokwasami zwieksza intensywnos¢ re-
akcji Maillarda [26, 27] i powoduje ciemnienie migzszu podczas obrébki termicznej
(smazenie, suszenie) oraz pogorszenie smaku i zapachu warzywa, a w koncowej
fazie smazenia powstawanie akrylamidow [28-30].

Bulwy ziemniaka, oprocz podstawowych skladnikéw odzywczych (skrobia, bial-
ko, cukry), zawieraja w $wiezej masie 1-1,2% zwigzkéw mineralnych, wystepuja-
cych w formie makro- i mikroelementéw. Pierwiastki te pelnig w roélinie gtéwnie
funkcje budulcowe i fizjologiczne, jak rowniez decydujg o wartosci dietetycznej
warzywa [2, 31]. Potas odgrywa wazng role w gospodarce wodnej i jonowej organi-
zmu, dlatego w niektdérych schorzeniach zaleca sie diete ziemniaczang. Fosfor jest
podstawowym sktadnikiem zwigzkéw decydujacych o procesach energetycznych.
Wchodzi w skiad bialek specyficznych i uczestniczy w przemianie weglowodandw.
W badaniach zawartos¢ fosforu w bulwach ziemniaka ksztaltowala si¢ na poziomie
1,8-3,9 g-kg' [32, 33]. Wapn uwazany jest za pierwiastek warunkujacy prawidlto-
wy wzrost i rozwdj roélin. Zawarto$¢ wapnia w bulwach miescita si¢ w granicach
0,30-0,69 g-kg* [31, 33]. Waznym skladnikiem bulw ziemniaka jest magnez. Jego
obecno$¢ w roslinie warunkuje podstawowe procesy przemiany materii i energii,
bierze on udzial w okoto 300 reakcjach enzymatycznych, stanowi tez aktywne cen-
trum czasteczki chlorofilu.

Zawarto$¢ magnezu w suchej masie bulw ziemniaka w badaniach [31, 33, 34]
wynosila okoto 0,8-1,3 g-kg'. Spozycie 200 g ziemniakéw pokrywa nawet 30%
dziennego zapotrzebowania na potas, 10-14% - na fosfor, 8-17% - na magnez,
8-19% - na zelazo, 11-15% - na miedz oraz 6-30% - na jod [2]. Mikroelementy
s3 wazng cechg jako$ciowa oceniang wedtug kryteriéw konsumpcyjnych i paszo-
wych. Wchodzg one w sktad réznych enzyméw i aktywatoréw, a do najwazniej-
szych naleza: zelazo, mangan, cynk i miedz [31, 35]. Zelazo bierze udzial w pro-
cesie fotosyntezy i metabolizmie kwaséw nukleinowych, stymuluje powstawanie
chlorofilu, uczestniczy w redukcji azotandw i wigzaniu wolnego azotu oraz reguluje
reakcje oksydacyjno-redukcyjne. Mangan uczestniczy w procesach oksydacyjno-
-redukcyjnych, fotosyntezie, dekarboksylacji, wigzaniu wolnego azotu, biosyntezie
witaminy C [31].
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Bulwy ziemniaka zawierajg zwiazki prozdrowotne - polifenole, ktére wykazuja
dziatanie: przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwnowo-
tworowe.

Sa one pozadane w diecie czltowieka ze wzgledu na ich korzystny wplyw na
zdrowie [36-38]. Polifenole sg jedna z najwiekszych grup przeciwutleniaczy i sg
uznawane za wystepujace najliczniej antyoksydanty w naszej diecie [39, 40]. Znaj-
dujac si¢ w roslinach, zwigkszaja ich tolerancje¢ na szkodliwe bodzce $rodowiska,
a przede wszystkim na susz¢. Ponadto ich obecnos¢ sprawia, ze rosliny sa mniej po-
datne na dzialanie czynnikéw chorobotworczych i wystepowanie szkodnikéw [36].
Zawarto$¢ polifenoli w badaniach K. Hamouza i in. [23] wynosila okolo
62,6-1157,0 mg-kg', a w badaniach M.A. Lemosa i in. [41] 209,1 mg-kg™" $wiezej
masy bulw. Jako$¢ ziemniaka jadalnego, na ktorg wspotczesny konsument zwraca
szczegélng uwage, determinowana jest gtownie sktadem chemicznym i cechami
organoleptycznymi bulw (sensorycznymi, konsumpcyjnymi), takimi jak: smakowi-
to$¢, barwa migzszu, typ kulinarny, ciemnienie migzszu bulw surowych i ugotowa-
nych oraz wyglad zewnetrzny [42, 43]. Smakowito$¢ powinna by¢ dobra i bardzo
dobra (powyzej 6 stopni w skali 1-9), a ciemnienie migzszu bulw surowych i ugo-
towanych — matle (odpowiednio powyzej 6,5 i ponad 7,5 stopnia w skali 1-9) [44].
W poréwnaniu do innych roélin ziemniak w znacznie mniejszych ilo$ciach kumu-
luje $rodki ochrony roslin i metale ciezkie, ponadto zwigzki te na ogdt gromadza
sie w skorce i s3 usuwane podczas obierania warzywa [2]. Wysokie walory odzyw-
cze, ekonomiczne i dietetyczne bulw ziemniaka powoduja, ze tradycyjne spozywa-
nie ich w duzych ilosciach (bulwy gotowane) jest elementem modelu konsumpcji
zgodnym z zaleceniami racjonalnego zywienia.

Podsumowanie
Specjalisci do spraw zywienia i dietetycy zalecaja spozywa¢ jak najwiecej ziem-
niakéw ze wzgledu na zawarte w nich cenne wilasciwosci odzywcze i lecznicze.
Ziemniak uznano za zywno$¢ bezglutenows, o doskonalej jakosci biatka. Gtéwne
korzysci ze spozywczego zastosowania biatka ziemniaczanego to brak alergenow
oraz wysoka odzywczos$¢. Ponadto jest on najtaniszym i najbardziej powszechnym
zrodtem witaminy C. Bulwy ziemniaka, oprocz podstawowych skladnikéw odzyw-
czych, zawieraja w $wiezej masie 1-1,2% zwigzkéw mineralnych, wystepujacych
w formie makro- i mikroelementéw. Makroelementy, takie jak: potas, fosfor, ma-
gnez i wapn, to sktadniki pobierane przez rosliny w stosunkowo duzych ilosciach,
w roznych stadiach rozwoju. Pierwiastki te pelnig w roslinie gléwnie funkcje budul-
cowe i fizjologiczne, jak rowniez decyduja o wartosci dietetycznej warzywa. Sola-
num tuberosum zdobywat i nadal zdobywa coraz wigksze grono zainteresowanych
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jego niezwyklymi wlasciwos$ciami oraz bogatym sktadem witamin i mineratéw. To

wielka sita w malej bulwie. Ze wzgledu na sktadniki odzywcze ziemniaka nalezy
spozywac go w ramach codziennego jadtospisu, traktujac go jako ochrone przed
chorobami cywilizacyjnymi.

(10]

[11]

[12]

[13]
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Streszczenie

Celem pracy bylo przedstawienie i podsumowanie juz znanych informacji na te-
mat wartosci leczniczej i fizjoterapeutycznej miodu pszczelego. Badania wykazaly,
ze dziala on pozytywnie w leczeniu wielu schorzen. Szczegdlnie korzystny wplyw
przypisuje mu si¢ na uklad krazenia, prace serca, ukltad nerwowy oraz schorze-
nia ukladu pokarmowego. Dobrze oddzialuje na uklad oddechowy oraz dodatnio
wplywa na skore i blony sluzowe. Oprdcz swoich dziatan prozdrowotnych miéd ma
jeszcze doskonate wlasciwosci fizyczne, np. lepkos¢, ktéra pozwala na zastosowanie
w terapii manualnej narzadu ruchu zabiegu miodobrania.

Summary

The aim of the study was to present and summarize the existing information on the
therapeutic and physiotherapeutic value of bee honey. Studies have shown that it
works positively in the treatment of many conditions. Particularly beneficial effects
are attributed to diseases of the circulatory system, heart function, nervous system
and gastrointestinal tract. It works well on the respiratory system and has a positive
effect on the skin and mucous membranes. In addition to its pro-health effects, honey
also has excellent physical properties — viscosity, thanks to which it has been used in
the manual therapy of the musculoskeletal system of the honey-bearing procedure.
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Wstep

Celem pracy bylo przedstawienie i podsumowanie juz istniejacych informacji
na temat wartoéci leczniczej i fizjoterapeutycznej miodu pszczelego. Miliony lat
temu czlowiek odkryl, ze miéd jest bardzo pozywny oraz posiada wiele wlasci-
wosci leczniczych. Dowodem na to s3 chociazby zapiski sumeryjskie, potwier-
dzajace, ze 4 tys. lat temu midd zalecany byt jako produkt leczniczy i odzywczy.
Hipokrates, do dzi§ uznawany za ojca medycyny, stosowal miéd do sporzadzania
masci leczniczych i stodzenia wywardw z ziét [1, 2]. Starozytnym Grekom miod,
wedlug ich wierzen, zapewnial zdrowie, sile i dlugowieczno$¢. Jego wlasciwosci
cenione byly rowniez w Egipcie, czego dowodem sg zapiski o zastosowaniu go
do pielegnacji skory i urody oraz o kapielach krolowej Kleopatry w oslim mleku
i miodzie.

W starozytnosci midd uwazano za wielki dar bogdéw, zestany na Ziemig dla do-
bra i szczescia ludzi. Uzywali go krélowie i prosci ludzie. Stosowano go jako wspa-
niaty srodek przeciwko wielu chorobom. Wspodlczesna nauka ciggle odkrywa nowe
mozliwosci biologicznego i terapeutycznego oddzialywania miodu na organizm
ludzki. Dziedzing medycyny alternatywnej, zajmujaca si¢ m.in. wlasciwos$ciami
zdrowotnymi miodu, jest apiterapia [3, 4].

J. Kalinowski [1] okresla midd jako roztwdr wodny, w ktérego sktadzie znajduja
sie rozne substancje organiczne oraz mineralne. Wytwarzany jest on przez pszczoly
zbierajace do ula nektar kwiatowy lub spadz. Substancje te to gtéwnie cukry, ktore
stanowig naturalny pokarm energetyczny dla rodziny pszczelej i czerwia. Duze zna-
czenie w przebiegu procesdéw zyciowych pszczdét ma takze woda, sktadniki mine-
ralne, witaminy i enzymy. Wyréznia si¢ rézne rodzaje miodéw. Mozna je podzieli¢
na trzy typy: nektarowe, spadziowe i nektarowo-spadziowe, a takze szybko i wolno
krystalizujace si¢ w komorkach plastra.

Miodem pszczelim nazywa sie produkt wytwarzany przez pszczoly z nektaru
kwiatowego lub spadzi. Aby wytworzy¢ 1 kg miodu, pszczoly musza zebra¢ nek-
tar z 2-8 mln kwiatow. W sprzyjajacych warunkach jedna rodzina pszczela moze
wytworzy¢ kilka kilograméw miodu dziennie. Przyjmuje sig, ze jeden ul gromadzi
rocznie okoto 100 kg miodu. Z tego 90 kg zuzywa na rozwdj, a jedynie 10 kg pozy-
skuje pszczelarz [5].

Najwazniejszymi cechami miodu sg jego barwa, smak, aromat, jak réwniez sto-
pien skrystalizowania. Miody wyrézniajg si¢ fagodnym i przyjemnym aromatem.
Miody nektarowe w wiekszosci majg barwe jasng, spadziowe sg przewaznie ciem-
niejsze. Miody jasne odznaczajg si¢ z reguly delikatnym, a niekiedy lekko mdlym
smakiem. Produkty ciemniejsze maja zwykle bardziej zdecydowany, lekko ostry,
a nawet cierpki smak. Poddane dluzszemu dostgpowi $wiatla i przegrzaniu miody
ciemniejg oraz tracg aktywnos¢ biologiczna [6, 7].
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Podczas kwitnienia rosliny kwiatowe produkuja nektar, ktérym wabig pszczo-
ty. Pszczota zbiera nektar do zbiorniczka znajdujacego sie na tylnych konczynach,
nazywanego wolem miodowym. Jednorazowo przynosi do ula okofo 30 mg nek-
taru w wolu miodowym, ktéry jest wzbogacany enzymami i kwasami organicz-
nymi pochodzacymi z jej organizmu. Zanosi go do ula, gdzie magazynowany jest
w komorkach i tam rozpoczyna etap dojrzewania. Dzigki réznym zabiegom prze-
prowadzanym przez pszczoly nielotne (takim jak odparowanie nadmiaru wody,
wzbogacanie enzymami), midéd przechodzi cykl przemian chemicznych. Skiad
chemiczny miodu zalezy od pozytku zbieranego przez pszczoly [8]. Gdy midd jest
dojrzaly, robotnice umieszczaja go w dolnych komoérkach plastra, gdzie ostatecz-
nie ulega odparowaniu. W miare zageszczania miod przenoszony jest do gérnych
komorek plastra, a komdrki zasklepiane s3 woskiem. Dojrzewanie miodu trwa od
4 do 7 dni, w trakcie tego procesu obniza si¢ w nim zawarto$¢ wody do okoto 18%,
co zapobiega jego fermentacji [9].

Wartosc lecznicza miodu

Midd pszczeli stynie z cennych wlasciwosci odzywcezych ileczniczych, ktore wynika-
ja z jego bogatego sktadu chemicznego [8]. Sktad miodu w zaleznosci od pory roku
i gatunku roélin, z ktérych pochodzi, moze by¢ bardzo zréznicowany chemicznie
[10]. Natomiast jego jakos¢ zalezy przede wszystkim od umiejetnosci i kwalifika-
cji pszczelarzy, w tym od: sposobu podbierania, konfekcjonowania i przetwarzania
miodu [9]. Kolejnym istotnym czynnikiem majacym wplyw na miéd s3 odpowied-
nie warunki jego przechowywania [11].

Miéd to pozytek o bardzo bogatym skladzie. W miodach wykryto ponad
300 réznych substancji. Miod pszczeli sklada si¢ gtéwnie z weglowodandéw i wody.
Gléwnym skladnikiem suchej masy sg cukry, z czego 70-80% stanowia glukoza
i fruktoza [8]. Poza wymienionymi cukrami prostymi w skfadzie znajduja si¢ wie-
locukry, dekstryny, ktérych w miodzie nektarowym jest stosunkowo malo (mak-
symalnie 3%), natomiast w miodzie spadziowym wigcej (okoto 10%). Pozostatymi
skladnikami miodu s3 kwasy organiczne - okoto 1%, biatko (0,29-3%), enzymy
(diastaza, inwertaza, oksydaza, lizozym), kwasy fenolowe, flawonoidy, witaminy
oraz skfadniki mineralne (0,25-0,35%), przede wszystkim: potas, wapn, sod, zelazo,
fosfor, kobalt, mangan, miedz. Sposrdd biopierwiastkéw w najwiekszej ilosci wyste-
puje potas. Miod zawiera takze niewielkie ilosci witamin, zwlaszcza C, H, PP i wi-
tamin z grupy B. Gléwnym zrodtem bialek wystepujacych w miodzie pszczelim sg
enzymy pochodzace z organizmoéw pszczol, w mniejszym stopniu sg to biatka i enzy-
my roélinne pochodzace z pytku kwiatowego i nektaru. O wlasciwos$ciach przeciw-
zapalnych decyduja przede wszystkim enzymy: inwertaza, laktaza, a- i 3-amylaza,
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oksydaza glukozy, katalaza oraz fosfataza [8, 12]. Miody zawieraja réwniez pewne
ilosci kwasow organicznych, w tym kwasy: mlekowy, jabtkowy, mréwkowy, cytry-
nowy, bursztynowy, mastowy, p-aminobenzoesowy, octowy, piroglutaminowy oraz
glukonowy, a takze olejki eteryczne [13]. Miod pszczeli to takze zrédto cennych an-
tyoksydantéw. Wystepuja w nim zaréwno antyoksydanty enzymatyczne, jak i nieen-
zymatyczne. Do enzymatycznych przeciwutleniaczy zalicza sie: oksydaze glukozy, ka-
talaze i peroksydaze glutationowa. W drugiej grupie znajduja si¢ z kolei: flawonoidy
(hesperytyna, trycetyna, luteolina, galangina, kampferol, kwercetyna, naryngenina,
chrysina), kwasy fenolowe i ich estry (chlorogenowy, cynamonowy, benzoesowy, ko-
feinowy, galusowy, wanilinowy), wolne aminokwasy (prolina), witaminy (E i C) oraz
pochodne karotenoidéw [14]. Sposréd antyoksydantéw pochodzenia rodlinnego naj-
wigksze znaczenie maja zwiazki polifenolowe [15]. M. Bytniewska i B.K. Gtod [16]
wskazuja, ze midd gryczany zawiera najwigksze stezenia zaréwno silnych, jak i sta-
bych antyoksydantéw. Wedlug badan tych samych autoréw w kazdym rodzaju miodu
pszczelego znajduje si¢ znaczna iloé¢ stabych przeciwutleniaczy [16].

Ze wzgledu na postepujacy rozwdj chordb cywilizacyjnych, wzrost produk-
cji Zywnosci przetworzonej i sztucznych dodatkéw do Zywnosci zaobserwowano
zwiekszone zainteresowanie produktami naturalnymi, ktére poza walorami smako-
wymi w sposdb kompleksowy dziataja odzywczo i regenerujaco na organizm czlto-
wieka. Do takich produktéw bez watpienia mozna zaliczy¢ naturalny miéd pszczeli
(8, 17].

Znane s3 wlasciwosci przeciwalergiczne miodu, wykorzystywane szczegolnie
w alergiach oddechowych. Spozywanie miodu wplywa korzystnie na poziom glu-
kozy i profil lipidowy krwi osobnikéw z indukowang doswiadczalnie cukrzyca. Ak-
tywnie badane sg wlasciwosci lecznicze miodu w schorzeniach dermatologicznych,
m.in. w leczeniu stopy cukrzycowej. Miéd wykazuje dziatanie przeciwnowotworo-
we, moze by¢ stymulatorem ukladu immunologicznego, zalecany jest do fagodzenia
objawéw sezonowej alergii na pylki, szczegélnie u dzieci [18-20].

Poza wiasciwo$ciami odzywczymi midd wykazuje wlasciwosci bakteriobdjcze
[21]. Czynniki odpowiedzialne za antybakteryjne wtasciwosci miodu mozna po-
dzieli¢ na trzy zasadnicze grupy: fizyczne (niskie pH oraz wysokie ci$nienie osmo-
tyczne, wynoszace okoto 500 Pa), chemiczne (flawonoidy, sktadniki olejkéw ete-
rycznych, kwasy organiczne, garbniki oraz inne skladniki pochodzace z nektaru
i spadzi) oraz enzymatyczne (gléwnie oksydaza glukozy i lizozym) [8, 22]. Wy-
mienione substancje enzymatyczne s wytwarzane w gruczolach slinowo-gardzie-
lowych pszcz6t robotnic i trafiaja do miodu w trakcie jego przetwarzania. Ekspe-
rymenty mikrobiologiczne dowodzg, ze wszystkie odmiany miodu hamujg wzrost
bakterii. Najsilniejsze wilasciwoséci przeciwdrobnoustrojowe wykazywaly miody
ciemne: gryczany, wrzosowy, spadziowy oraz lesny [13].
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Dla konsumentéw w kontekscie dzialania przeciwbakteryjnego miodu istot-
na jest zawarto$¢ termostabilnych substancji antybiotycznych. Dzigki nim miody
ogrzewane do wysokiej temperatury nadal utrzymuja aktywnos¢. Substancje takie
stwierdzono w nowozelandzkim miodzie manuka (Echium vulgaris), w rumunskich
miodach spadziowych z drzew iglastych, a takze w miodzie wrzosowym (Lepto-
sperumum scoparium). Do substancji termostabilnych zalicza si¢ réwniez kwasy
fenolowe (syryngowy, kwas 2-hydroksybenzoesowy, kwas 3,4,5-trimetoksybenzo-
esowy). Wszystkie miody zawierajg kwas benzoesowy o silnym dzialaniu nie tylko
przeciwbakteryjnym, ale i przeciwgrzybicznym [22]. Skuteczno$¢ antybakteryjna
mioddéw jest najprawdopodobniej efektem synergicznego dziatania flawonoidéw,
kwaséw fenolowych i olejkéw eterycznych [6, 23].

Okazuje si¢ takze, ze dzialanie antybiotyczne miodu poteguje rozpuszczenie
go w cieplej wodzie, herbacie lub mleku. Rozcienczenie miodu powoduje znacz-
nie szybsze powstawanie antybakteryjnego nadtlenku wodoru. Szacuje sig, ze bak-
teriobdjczos¢ jest wtedy okoto 200 razy wyzsza niz w miodzie nierozcieniczonym.
Réwniez przyswajalno$¢ miodu jest w tym wypadku wieksza, gdyz wzrasta nawet
100-krotnie. Rozpuszczajac midd w ptynach, nalezy dopilnowac, by byty one cieple,
a nie gorace. Na ogot przyjmuje sie, ze ogrzewanie miodu w temperaturze wyzszej
niz 60°C powoduje calkowite zniszczenie zawartych w nim substancji antybiotycz-
nych, jednak cze$ciowy ich rozklad nastepuje takze w temperaturach nizszych. Dla-
tego temperatura ptynu nie powinna przekracza¢ 40°C [13].

Innym z nieocenionych wilasciwosci leczniczych produktéw pszczelich jest dzia-
tanie wspomagajace gojenie ran. Sposréd produktéw pszczelich $rodkiem wykazu-
jacym najsilniejsze dziatanie polegajace na przyspieszeniu gojenia oraz tagodzeniu
oparzenia jest propolis. Rowniez miéd manuka znalazl zastosowanie do leczenia ran,
w tym tych najtrudniej gojacych si¢ — w przebiegu nowotworéw oraz owrzodzen.
FDA (U.S. Food and Drug Administration) zarejestrowala jako wyréb medyczny
opatrunek zawierajagcy miéd manuka. Istniejg liczne badania na temat przyspiesze-
nia gojenia ran i zmniejszania wysieku za pomoca opatrunku z miodem [24, 25].
Stosowanie opatrunkéw z miodem jest skuteczne w leczeniu ran odlezynowych
[26], stopy cukrzycowej [27], pekniec po cigciu cesarskim [25].

Kolejnym dzialaniem przypisywanym miodowi pszczelemu jest jego pozy-
tywny wplyw na uklad oddechowy, zwlaszcza w przypadku kaszlu. Zastosowanie
w przezigbieniach i infekcjach gérnych drog oddechowych maja przede wszystkim
miody spadziowe i nektarowo-spadziowe, midd gryczany oraz lipowy. Mi6d moz-
na z powodzeniem stosowa¢ w ostrych i przewleklych stanach zapalnych gardia
i anginie. Przynosi ulge w katarze, ostrych i przewlektych zapaleniach zatok, krtani,
tchawicy, oskrzeli i ptuc. W trakcie leczenia tych choréb miodem obserwuje sie
ustepowanie kaszlu, bélu gardla i glowy, tatwiejsze odksztuszanie i oddychanie,
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ustepowanie goraczki oraz ogélng poprawe samopoczucia [6, 28]. Miody odmia-
nowe — malinowy, rzepakowy, spadziowy i lipowy — moga by¢ wykorzystywane
pomocniczo w grypie, gdyz przyczyniaja si¢ do zlagodzenia jej objawdéw. W tym
wypadku polecany jest zwlaszcza midd lipowy, wykazujacy silne wlasciwosci na-
potne. Istniejg badania naukowe na temat wykorzystania miodu u dzieci w sta-
nach infekcji drég oddechowych. Miéd jest czesto wybierany przez rodzicoéw
w celu tagodzenia kaszlu u dzieci, zamiast preparatéw chemicznych. Natomiast
zastosowanie miodu u dorostych cierpigcych na kaszel jest rzadkie — czgsciej wy-
bieraja oni $rodki chemiczne o silniejszym dziataniu. Z pewnos$cig podawanie
miodu moze tagodzi¢ objawy chorobowe ze strony ukladu oddechowego, w tym
kaszel; wowczas jednak uzywany jest on nie jako lek, ale jako $rodek wspomaga-
jacy [6, 28].

Midd dzieki poprawie krazenia wiencowego dziala korzystnie na miesien serco-
wy. Dodatkowo zawiera duze iloéci potasu, ktoéry wptywa na prawidlowe funkcjo-
nowanie serca. Midd czgsto jest polecany pacjentom po przebytych zawalach, ale
takze osobom z problemami w obrebie ukladu krazenia: cierpigcym na miazdzy-
ce, nadci$nienie tetnicze, chorobe niedokrwienng oraz na inne schorzenia uktadu
sercowo naczyniowego. Midd pozytywnie wplywa na obnizZenie poziomu choleste-
rolu catkowitego, frakcji LDL i trdjglicerydéw, a takze na wzrost stezenia frakcji
HDL [29]. Midd jest zrodtem tlenku azotu, majacego dziatanie wazodylatacyjne, co
sprzyja obnizeniu ci$nienia krwi, przy czym jego wigksze ilo$ci znajduja sie¢ w mio-
dach ciemnych i $§wiezych, z kolei mniejsze - w miodach jasnych i dlugo przecho-
wywanych. Dlatego zaréwno pacjenci z ryzykiem rozwoju choréb sercowo-naczy-
niowych, jak i osoby zdrowe powinni spozywa¢ midd celem profilaktyki choréb
cywilizacyjnych [29].

W ostatnich latach podkresla si¢ znaczenie stresu oksydacyjnego na organizm
czlowieka jako czynnika wywotlujacego wiele choréb o zasiegu globalnym, m.in.:
cukrzyce, nadci$nienie tetnicze, nowotwory, chorobe Alzheimera czy choroby serca
[30]. ,,Stres oksydacyjny” to nic innego jak brak réwnowagi pomiedzy utleniacza-
mi i przeciwutleniaczami, z przewagg utleniaczy. Taki stan organizmu prowadzi do
zniszczen w skladnikach komorek, co uposledza funkgcje fizjologiczne i wywotuje
procesy patologiczne majace podloze zapalne. Antyoksydanty to zwiazki natural-
nie wystepujace w organizmie, ich rolg jest ochrona zwiagzkéw biologicznych przed
utlenieniem. Znajdujg si¢ one rowniez w pozywieniu, szczegdlnie pochodzenia ro-
$linnego, m.in. w produktach pszczelich [14].

Midd pszczeli zmniejsza aktywnos¢ cyklooksygenazy (substancji przeprowadza-
jacej przemiany kwasu arachidonowego w prostaglandyny) w bazofilach, wptywajac
dzieki temu na aktywnos$¢ mediatoréw zapalenia. Tym samym zmniejsza procesy
zapalne w organizmie [31].
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Midd, propolis oraz pytek kwiatowy wykazujg zdolnos¢ eliminowania metali
cigzkich z organizmu [32]. Szkodliwe metale cigzkie — rte¢, kadm i oléw — w przy-
padku zatru¢ zaréwno ostrych, jak i przewleklych uszkadzaja blony komoérkowe
oraz inne organelle, co przeklada sie na uszkodzenia tkanek uktadu pokarmowego,
nerwowego, krwiono$nego i oddechowego. Metale ci¢zkie wykazujg takze dzialanie
onkogenne. Ze wzgledu na tak negatywne ich oddzialywanie na czlowieka bardzo
wazna jest ich eliminacja z organizmu, czemu, jak dowodzi nauka, sprzyja spozywa-
nie produktéw pszczelich bogatych we flawonoidy. Flawonoidy to naturalne roslin-
ne barwniki o wlasciwosciach przeciwzapalnych, antybakteryjnych i przeciwnowo-
tworowych. Dzigki wlasciwosciom antyoksydacyjnym chronig organizm czlowieka
przed wolnymi rodnikami oraz tworza zwiazki chelatowe, co ulatwia usuwanie
toksycznych metali. Doskonalym przykladem wydaje si¢ polaczenie flawonoidu
- kwercetyny z otowiem, gdyz utatwia wydalanie tego metalu z moczem. Flawono-
idy moga réwniez tworzy¢ chelaty z miedzig, cynkiem, kadmem, arsenem, niklem,
kobaltem i uranem [32].

Miéd pszczeli jako Zrédlo cukrow prostych stanowi zamiennik sacharozy, czyli
cukru rafinowanego. Jest dla organizmu cztowieka tatwo przyswajalny, nie podlega
trawieniu, wchiania si¢ w ciggu 15 min i nie ulega fermentacji w przewodzie po-
karmowym. W przeciwienstwie do sacharozy miéd wzbogaca pokarm w sktadniki
o dziataniu prozdrowotnym, profilaktycznym, antyoksydacyjnym i antybakteryj-
nym. Zalecany jest dzieciom powyzej 1. roku zycia, dorostym, osobom starszym
i aktywnie uprawiajagcym sport. Zawarte w miodzie laktulozy oraz dekstryny sty-
mulujg w przewodzie pokarmowym rozwdj korzystnych dla organizmu bakterii Bi-
fidobacterium bifidus, co zapobiega powstawaniu wzdec¢ i kolek oraz przeciwdziata
rozwojowi patogennej flory jelitowej. Wzmozone lub nadmierne spozycie miodéw
moze powodowac efekt fagodnie przeczyszczajacy. Szczegdlnie u oséb, u ktérych
wystepuje niedostateczna absorpcja fruktozy. Efekt ten jest czesto wykorzystywany
w leczeniu zapar¢ we wschodniej Europie [33]. Jak kazda substancja stodzaca miod
wymaga racjonalnego stosowania. Warto$¢ energetyczna miodu wynosi okoto
320 kcal/100 g, a cukru 400 kcal/100 g. Midd najszybciej ze wszystkich produktow
naturalnych uzupelnia niedobory energetyczne oraz utrzymuje odpowiedni poziom
energii przez wiele godzin. Wykazano, ze przyjmowanie miodu w ilosci 1 g/kg masy
ciala dziennie przez miesigc podwyzsza fizyczna zdolnos¢ do pracy o 14%. Dlatego
midéd powinien by¢ szeroko stosowany, zwlaszcza w zywieniu mlodziezy szkolnej,
studentéw, osdb ciezko pracujacych, uprawiajacych sport, rekonwalescentéw, osob
niedozywionych i ludzi starszych [33]. Ponadto miod ze wzgledu na wigksza stod-
kos¢, stosowany jest w mniejszej ilosci niz cukier (uzywa si¢ go nawet o polowe
mniej). Tym samym stodzac miodem zamiast cukrem, redukuje si¢ spozycie kalorii
nawet o okoto 30% [13].
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Zastosowanie miodu w fizjoterapii

Midd wykorzystywany jest w fizjoterapii, a $cislej rzecz ujmujac — w terapii ma-
nualnej narzadu ruchu [34, 35]. Oprécz korzysci prozdrowotnych ma on takze
doskonate wlasciwosci fizyczne - lepkos¢ [18]. Na lepkosci miodu opiera si¢ me-
todyka zabiegu miodobrania. Miodobranie to rodzaj terapii, majacy szczegdlne za-
stosowanie w restrykcjach powigziowych, szczegélnie tych, ktore manifestuja sie
ostrym badz przewleklym bdlem. Po nalozeniu niewielkiej porcji miodu na skoére
na miejsce poddawane terapii nalezy wykonywa¢ ruchy opisywane jako odciaga-
jace, wklepujace czy pompujace [36, 37]. Po wchionigciu w skére nadmierne;j ilo-
$ci miodu pozostata czes¢ tworzy kleista warstwe, do ktoérej mocno przywieraja
plasko ulozone dlonie terapeuty (ich dystalna czes¢). Odrywajac rece, terapeuta
unosi skore i tkanke podskorna, a co za tym idzie — powig¢Z powierzchowng. Masaz
wykonuje sie do momentu catkowitego wchloniecia miodu, a wiec do chwili, gdy
rece terapeuty przestajg przyklejac si¢ do skory [37]. To znak, Ze midd traci swoja
lepkos¢ - nalezy wéwczas natozy¢ kolejng porcje miodu lub zakonczy¢ zabieg. Po
takiej terapii pacjenci bardzo czesto odczuwaja lekko$¢ w stawie i w obrebie czgsci
ciala poddanej terapii [38].

Ten rodzaj terapii jest uzasadniony zawsze w przypadku zaburzenia przesuwal-
nosci powiezi powierzchownej, z punktu widzenia anatomii i patofizjologii narzadu
ruchu w przypadku odksztalcen cylindrycznych, zwtaszcza na duzej powierzchni.
Z duzym powodzeniem stosowany jest rowniez w leczeniu swiezych i przewleklych
urazoéw stawdw i migsni, w tym urazéw przebiegajacych z obrzgkiem [39]. Dzia-
tanie manualne miodem w terapii przeciwobrzekowej opiera si¢ — poza lepkoscia
miodu - na osmozie [18]. Jest to zjawisko polegajace na dazeniu do wyréwnywania
sie stezen dwdch osrodkéw o roznej gestosci, przenikajacych przez blone potprze-
puszczalng [40]. Tymi o$rodkami w terapii miodem s3 midd oraz nagromadzony
w tkankach, tuz pod skoéra obrzgk. Blona potprzepuszczalna to oczywiscie skora
i jej poszczegdlne warstwy. Podczas terapii miodem dochodzi takze do podraz-
niania réznych receptoréw, co skutkuje mocnym rozszerzaniem sie naczyn wloso-
watych. W konsekwencji wywoluje zwigkszony przeptyw krwi w miejscu podda-
wanym terapii i szybsze ustepowanie obrzeku [41]. Kierunek wklepywania miodu
w terapii obrzekdéw réwniez pozostaje nie bez znaczenia. Wlasciwy kierunek daje
efekt drenowania tkanek. Ruch rak fizjoterapeuty powinien sprzyjaé przeptywowi
chtonki, czyli odbywac¢ sie od czgsci dystalnych do proksymalnych oraz zgodnie
z kierunkiem do najblizszych weztéw chlonnych. Oprécz wymienionych wyzej
dziatan oddzialywanie miodem na skore stanowi doskonaly zabieg zluszczajacy
naskorek [42]. Skéra po miodobraniu jest migkka i gltadka, a powiez i mie$nie na-
bieraja elastycznosci i sprezystosci, co przektada sie takze na efekt przeciwbdlowy
i wzrost zakresu ruchu [43].
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Dodatkowym atutem miodobrania jest bezpieczenstwo jego stosowania. Prze-
ciwwskazaniami do terapii miodobrania s3: alergia na midd, stany chorobowe prze-
biegajace z goraczka, $wieze rany, zaburzone krzepniecie krwi. Przeciwwskazaniami
wzglednymi sa: schorzenia naczyn krwiono$nych (zylaki), sklonnosci do powsta-
wania siniakéw, cera naczynkowa, nowotwory, zazywanie lekéw przeciwbolowych,
cigza, menstruacja [44]. Warto uwzglednic¢ ten zabieg w planie terapii, zwlaszcza
wowczas gdy inne techniki pracy z tkankami migkkimi nie przynosza oczeki-
wanych rezultatéw. Do najczestszych wskazan do zabiegu naleza: $wiezy, a takze
przedawniony obrzek stawu i jego okolicy (najczesciej pourazowy); tzw. zakwasy,
czyli mikrouszkodzenia widkien mie$niowych po intensywnym wysitku fizycznym;
wzmozone odczucie ci$nienia i rozpierania w stawach obwodowych i kregostupie,
przewlekly bol migsniowy i stawowy; miesnie, ktére w ruchu wykazujg odczucie
pecznienia, siniaka; przewlekle, powtarzajace si¢ urazy, takie jak: lokie¢ tenisisty,
zamrozony bark, nawykowe skrecenia stawu skokowego, konflikt rzepkowo-udowy
itp. czy tez bdl plecow spowodowany praca w pozycji siedzacej. W zabiegu mio-
dobrania najczesciej uzywa sie miodu wielokwiatowego ze wzgledu na jego zdol-
nos$¢ utrzymywania si¢ przez dlugi czas w formie plynnej oraz niewielkie ryzyko
reakcji uczuleniowej u oséb nadwrazliwych na substancje miodowe. Stosowanie
réznych typéw miodéw pozwala skupi¢ sie bardziej na wybranych schorzeniach
i chorobach wspdlistniejacych, ktorych leczenie dzigki temu mozemy wspomagac.
Zabieg najlepiej wykonywac przez okoto 20 min (odpowiednio do wielkosci oko-
licy zabiegowej), co drugi dzien. Masaz miodem to rodzaj masazu, ktéry posiada
wlasciwosci detoksykacyjne (odtruwajagce) organizm [44]. W zabiegu tym usuwa-
nie toksyn odbywa si¢ przez skore. Wsrdd problemdéw zdrowotnych, ktore pomaga
korygowa¢ masaz miodem, znajdujg si¢ stany nerwowosci i nadpobudliwosci, bole
stawow i miesni o pochodzeniu napigciowym, nadwaga. Ingerencja w organizm
przy pomocy tego zabiegu uruchamia i pobudza dzialanie uktadu odporno$ciowe-
go [45]. Po pierwszych kilku zabiegach pacjent moze czu¢ oslabienie, mie¢ wraze-
nie nawet pogorszenia samopoczucia, ale jest to normalna reakcja i nie powinna
ona budzi¢ niepokoju. To oznaka swoistego przestrajania mechanizmoéw ciata, ktore
wywoluje okreslony tancuch reakcji przebudowujacych jego dotychczasowe dzia-
tanie, nazywanego inaczej reakcja adaptacyjng organizmu. Biorac pod uwage fakt
odruchowego polaczenia skdry ciata ludzkiego z organami wewnetrznymi i ukla-
dem ruchu, nalezy stwierdzi¢, iz masaz miodem ma niezwykla zdolnos$¢ genero-
wania reakcji dzialajagcych nawet na bardzo odlegle wybrane miejsca w ciele. Po
pierwsze jest to wazne, gdyz nie zawsze daje si¢ przeprowadza¢ zabiegi na dokladnie
wybranym miejscu, a trzeba w jaki$ sposéb do niego dociera¢ z terapia. Po drugie
warto tez wspomnie¢, ze dzialajac na rejony szczegdlnie unerwione czy tez istotne
odruchowo w catosciowym modelu funkgji ciata, mozna uzyskac niespodziewanie
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duze i cieszace pacjenta efekty widoczne w powrocie do pelnego zdrowia. Masaz
wykonuje sie nieznacznie podgrzanym miodem, ktéry winien osiagga¢ temperature
akceptowalng przez pacjenta: okoto 30 stopni. Tak ciepty mi6éd posiada nieco bar-
dziej ptynna forme niz midd o temperaturze pokojowej, fatwiej daje si¢ smarowac
po skorze i tatwo si¢ wchlania. Po zabiegu nie nakltada si¢ na skére zadnego kremu
ani masci [9, 34, 38, 46].

Do zabiegéw moze by¢ wykorzystywany kazdy z miodéw dostepnych na rynku
(poza sztucznym). Najcze$ciej uzywa sie miodu wielokwiatowego ze wzgledu na jego
zdolnos¢ utrzymywania sie przez diugi czas w formie ptynnej oraz niewielkie ryzyko
reakcji uczuleniowej u oséb nadwrazliwych na substancje miodowe. Stosowanie roz-
nych typéw miodéw pozwala jednak skupi¢ si¢ bardziej na wybranych schorzeniach,
ktére chcemy leczy¢. Renomowane osrodki rekreacyjne oraz spa przejely juz i wyko-
rzystujg na swoje potrzeby ten typ masazu ze wzgledu na jego niezwykla skutecznos¢.
Potwierdza si¢ wigc regula, ze zastosowanie srodkéw naturalnych wyzwala w organi-
zmach ludzkich potencjal do samoregulacji i zdrowia [9, 34, 38, 46].

Podsumowanie

Specjalisci do spraw zywienia i dietetycy zalecajg spozywac jak najwigcej miodu, ze
wzgledu na zawarte w nim cenne wlasciwosci odzywcze i lecznicze. Midd pszczeli
wykorzystywany jest do leczenia choréb zewnetrznych i wewnetrznych. Midd oka-
zal sie skuteczny w leczeniu choréb skéry, bfon sluzowych, choréb przewodu pokar-
mowego, a takze w zapobieganiu powstawania choroby wrzodowej i nowotworéw
zoladka. Zastosowanie miodu w fizjoterapii to powrdt do pierwotnych i natural-
nych metod wplywania na nasze zdrowie.
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Summary

The article is part of the series, devoted to studies on Equisetum species occurring
in Poland. The species described here, Equisetum arvense L. - field horsetail, is
regarded as typical for the entire genus. Among others, some morphological and
anatomical characteristics of the species, its taxonomic diversity, distribution and
association with specific habitat types, as well as threats, traditional use and life cycle
are presented below. The phytochemical composition has been presented in the
context of ancient and modern phytotherapy.

Streszczenie

Artykut jest czescig cyklu obejmujacego opracowania dotyczace wystepujacych
w Polsce gatunkéw z rodzaju Equisetum. Opisywany tu gatunek, Equisetum arven-
se L. - skrzyp polny, jest uznawany za typowy dla catego rodzaju. Ponizej przedsta-
wiono charakterystyke morfologiczng i anatomiczng gatunku, jego zréznicowanie
taksonomiczne, rozmieszczenie i przywiazanie do okreslonych typow siedlisk,
a takze zagrozenia, tradycyjne wykorzystanie oraz cykl zyciowy. Przedstawiona
zostala kompozycja fitochemiczna gatunku w kontekscie dawnej i wspdtczesnej
fitoterapii.

Introduction

The article is presenting studies on Equisetum arvense L. — field horsetail, which
is regarded by some authors as typical for the entire genus [1] and, addditionally,
is the most popular and the most dispersed Equisetum species in the world. The name
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E. arvense was given by Linnaeus in Species Plantarum [2], and all of synonymous
names are later. Field horsetail is most commonly used as a herbal material and most
information regarding the use of horsetails in phytotherapy applies to this species.
The widespread merging of Herba Equiseti and Equisetum arvense dried herb means
that the knowledge and correct identification of the collected herb of this species is
particularly important because it affects the quality of commercially available raw
material to the greatest extent.

This work is part of a series of studies on species of the genus Equisetum, of which
two articles have been published so far, concerning E. fluviatile [3] and E. palustre [4].
The aim of the work is to gather basic knowledge about this species, both in terms
of its morphological characteristics, habitat preferences, systematic position and
intraspecific diversity, as well as its importance as a herbal species. Such descriptions
are very lacking in the national botanical bibliography of medicinal plants.

Methodology

Most of the data were collected by merging some literature sources [1, 5-23] and
original observations and research. The original metric data, including height, dia-
meter, and number of main stem sheath teeth, were obtained from the measurement
of more than 1000 individuals from various positions throughout Poland, and addi-
tionally Slovakia, Ukraine, Turkey and Georgia. Detailed studies of the anatomical
and morphological structure as well as intraspecies differentiation were carried out
at 20 sites located in the Carpathians and its foothills, in the upper Silesia, Zulavy
Marshland and Sandomierz Basin.

The phytosociological documentation was made based on the classic Braun-
Blanquet method [24], omitting the sociability of species. Species inventory was
recorded on homogeneous surfaces with a projection coverage ratio of seven degrees
(r, +, 1, 2, 3, 4, 5). 7 sample phytosociological relevés documenting diversity of the
plant communities in which Equisetum arvense occurs have been used in the study.

Description of the species
Sporophyte: Above-ground shoots are varied into early spring (March—-April) spo-
rebearing (fertile) and growing later vegetetive ones. Fertile shoots growing to (20)
25 cm tall, yellowish or red-brown after spore maturation die. Main sporebearing sho-
ots sheaths can be up to 2.5 cm long, funnel-shaped, brown, with 6-12 teeth, which
are often fused together in several broadly acuted patches. The cone up to 3.5 cm
length is located high above the highest internode, strobile up to 3.5 cm long, with
full center. Vegetative shoots are grass- or blue-green, up to 40 (50) cm tall, with (6)
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10-18 (20) teeth and with central hollow less than % of its diameter. Teeth trian-
gular, narrowly whitish edged, at least black at the top. Side branches unbranched
or less often branched 1-2 times (sometimes irregularly), 4 (6) angled. The edges of
the twigs are clear, sharp, separated by a v-shaped groove [19]. Teeth of side branch-
es sheaths are usually protruding, sometimes clearly arched. Rhizomes are without
a central duct, with numerous, ovoid winter bulbs, the size of hazelnuts. Bulbs, in
addition to their importance as a reservoir of food resources, can also play a role as
vegetative propagules [25, 26].

Figure 1. Spore bearing shoots of Equisetetum arvense on crop field (Ladzin near Krosno,
20.03.2013).

Source: own archive.

Variability, differentiation, taxonomy: Probably the most diverse among all
horsetails. Forms, varieties and subspecies reported have no taxonomic significance,
rather as phenological forms or habitat adaptations. Numerous forms have been
distinguished on the basis of the size or habit of the plant, without having features
that allow them to be easily and clearly distinguished. Among taxa, distinguished
based on the height of shoots or the degree of branching of sterile shoots, more than
60 forms and varieties are mentioned [27-33].
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There are several significant E. arvense morphotypes, such as E. arvense fo.
serotinum or E. arvense fo. spiralis, distinguished from typical individuals by having
special features, which is probably caused by homeoses [34, 35].

Hybrids: E. arvense L. x E. pratense Ehrh. (= E. x montellii Hiitonen, E. X suecicum
Rothm.; both names published incorrectly, taxa not confirmed by Lubienski [36]),
E. arvense L. x E. telmatiea Ehrh. (= E. x robertsii T.D. Dines.; previously incorrectly
as E. x dubium Dost.) known for 5 localities in southern Poland, otherwise given
from Great Britain, E. arvense L. x E. fluviatile L. (= E. x litorale Kithlew ex Rupr.)
known mainly from southern Poland (its distribution requires further research),
E. arvense L. x palustre L. (= E. x rothmaleri C.N. Page, = E. x torgesianum Rothm.)
does not occur in Poland, E. arvense L. x E. sylvaticum L. (= E. x lofotense Lubienski)
does not occur in Poland, E. arvense L. x E. diffusum D. Don. (= E. x wallichianum
D. Don.).

Reserve substances and secondary metabolites: Winter tubers contain mainly
starch but also some simple sugars. Assimilation shoots contain about 10% of
mineral salts, of which 2/3 is silicic acid [37]. According to Nowinski [38], 1 kg DM
the herb contains 34.2 g of potassium, 1.15 g of phosphorus, 285 mg of iron and
28 mg of manganese. Hegnauer [39] reports that E. arvense contains 16.1-17.8%
ash, half of which is silica, and 1.5-2.5% KCI. Bradley [40] shows a total content of
mineral salts of 15%, mainly silica and silicic acid (5-8%). According to the same
author, the content of flavonoids in the herb reaches 1%. There are two chemotypes
of Equisetum arvense: European - containing kaempferol and quercetin, and Asian-
North American - containing apigenin and luteolin. The European chemotype
also contains genquanin and protogenquanin (O-methylated flavones). From
horsetail herb, you can also distill essential oil (about 0.01%), which is dominated by
hexadehydrofarnesylacetone, cis-geranylacetone, thymol and phytol [37]. Equisetum
arvense also has the ability to produce anthraquinone derivatives and saponins.
A previously reported compound called equisetonin turned out to be a saponin
complex associated with sugar and a flavonoid, with a hemolytic effect [41].

General distribution: E. arvense is a circumboreal species, occurs in North
America, except for the southern edges, in western, central, southern and northern
part of Europe, on the south-west coasts of Greenland and in Iceland, otherwise
in the form of detached lobes in eastern Europe, south-west Asia, central Asia,
northern India, China, Japan, eastern Siberia, the north-eastern tip of Africa, and
isolated positions on the Atlantic islands, in South and Central America. As an allien
and invasive species, it occurs in Australia, New Zealand and New South Wales.
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Distribution in Poland: Distribution area: the most common species of domestic
horsetail species [42], widespread in all regions.

Altitude range: lowland species, common in lower mountain locations, less
frequent as altitude increases, but sporadically occurs even in high mountain
locations.

Biology and ecology: Gametophyte is short-lived. Sporophyte is a long-lived
rhizome geophyte with huge adaptability and colonization abilities. Above-ground
shoots usually appear in clusters, often occupy large areas, especially on initial
surfaces, when they can form one-species patches. It occupies open places, at most
only slightly shaded. It prefers as well moderately poor as rich substrates, from dry
to moist, moderately acidic to neutral, from rubble and sandy to heavy clays. There
is no data on requirements and frequency of gametophytes.

Figure 2. Comparison of spore bearing shoots of Equisetetum arvense (on the left) and E. telmateia
(on the right) (Warzyce near Jasto, 24.04.2021).

Source: own archive.

170



Equisetum arvense L. field horsetail (Equisetaceae Michx. ex DC.)

Phytocoenoses: The phytocenotic spectrum of field horsetail includes various
communities (Table 1) from forest and scrub, through meadows, mainly from the
alliance Arrhenatherion, crop communities from the class Stellarietea medieae, to
ruderal associations from the class Artemisietea vulgaris. Particularly often it occurs
in patches of roadsides and railways embankments from the class Agropyretea
intermedio-repentis, for which it is a character species.

Figure 3. Vegetative stem of Equisetetum arvense flanked with E. telmateia on old railway
embankment (Jareniowka near Jasto, 24.08.2006).
Source: own archive.
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Table 1. Phytocoenoses with Equisetum arvense participation.

Herbalism nr1(9)/2023

Successive 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
no of relevé
Trzcinica- | Krosno- | Jareniow- Jasto- I§urzyna
. . ” . Debowiec | Srednia Rudnik
Locality Topoliny | -Turaszow- | kanear | -Nieglo-
. near Jasto | near Ula- | upon San
near Jasto ka Jasto wice
now
Date 17.05.2022 | 13.08.2018 |24.08.2006 | 13.06.2021 | 25.07.2015 | 19.06.2021 | 21.08.2022
1 2 3 4 5 6 7 8
Area [m?] 4 4 2 4 2 25 25
Exposition - NE - N - - N
Slope [°] - 10 - 15 - - 5
railway | railway
Habitat crop field rubble | embank- | embank- | roadsides | meadow | meadow
ment ment
ﬁ/f)’]v er of herb layer 90 30 50 70 20 100 95
Number of species 10 12 10 11 6 21 19
Cultivated plant
Hordeum vulgare
. 5
cultivar
Ch. CL. Stellarietea mediae
Stellaria media +
Setaria viridis +
Lapsana communis +
Anagalis arvensis r
Ch. O. Centauretalia cyani
Centaurea cyana 1
Papaver rhoeas +
Ch. Cl. Artemisietea vulgaris
Artemisia vulgaris 2
Urtica dioica r 1 1 1
Dipsacus sylvestris 1
Lamium album +
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1 2 3 4 5 6 7

Ch. O. Onopordetalia acanthii

Linaria vulgaris 1
Melilotus albus 1
Tanacetum vulgare 1
Melilotus officinalis +

Ch. Cl. Agropyretea intermedio-repentis et Ch. O. Agropyretalia intermedio-repentis et Ch. All.
Convolvulo-Agropyrion repentis

Equisetum arvense 1 1 3 3 2 1
Convolvulus
arvensis + + 1 1 2 +
Elymus repens 1 1 1
Poa compressa + 1

Ch. Cl. Molinio-Arrhenatheretea
Dactylis glomerata 3
Arrhenatheretum
elatioris 2
Trifolium repens +
Achillea millefolium 1
Lotus corniculatus 1
Trifolium pratense 1
Campanula patula +
Daucus carota +
Plantago lanceolata +
Lythrum salicaria 1 +
Poa pratensis 2
Lysimachia
nummularia 1
Rumex acetosa 1
Dactylorhiza majalis +
Holcus lanatus +
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1

Lychnis flos-cuculi

Ranunculus repens

Cerastium
holosteoides

Lathyrus pratensis

Leucanthemum
vulgare

Vicia cracca

Trifolium hybridum

Lysimachia vulgaris

Equisetum palustre

Poa annua

Plantago major

Others

Rubus caesius

1 2

Aegopodium
podagraria

Calamagrostis
epigejos

Galium aparine

Alchemilla sp.

1

Sporadic (+): (relevé 2) Galega vulgaris, (relevé 3) Quercus robur c, (relevé 4) Acer negudno c, Acer platanoides c,
(relevé 6) Stellaria graminea, Ranunculus polyanthemos, (relevé 7) Pimpinella saxifraga, Cuscuta europaea.

Source: own research.

Threat and protection: The field horsetail, as a common species in Poland, is not
and has never been under legal protection. It occurs abundantly in all regions.

Ethnobotany: Field horsetail tubers were a valuable source of food for North
American Indians and Inuits [43]. Equisetum arvense is mentioned as a medicinal
plant, both in earlier and modern registers [44, 45]. It belongs to the typical
detoxifying, silica and diuretic herbs. In osteoarthritis, horsetail herb is recommended
in combination with analgesic and anti-inflammatory herbs (flower and herb
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of meadowsweet, willow bark, root of devil’s claw) [46-48]. Shoots were used to
polishing the dishes, and the fabrics dyed in herb decoction were getting gray-yellow
color [49].

(17]

(18]
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Pustelnik w Kosciele rzymskokatolickim

Waznym elementem w zyciu Johannesa Treutlera jest pustelnia — to tam zaczyna
interesowa¢ si¢ recepturami i wytwarzaniem preparatéw zielarskich; prawdopo-
dobnie dzieki strojowi pustelniczemu (a konkretnie — habitowi franciszkanskiemu)
otrzymuje przepis na balsam jerozolimski. Jednak Treutler zycie pustelnicze pro-
wadzi w czasach, gdy nie ma ogoélnych norm dotyczacych jego stanu — cho¢ pierwsi
anachoreci pojawiaja sie okoto III w. [1], to prawna regulacja tej grupy na pozio-
mie calego Kosciola pojawia si¢ dopiero w Kodeksie prawa kanonicznego z 1983 r.
Tak wiec do drugiej potowy XX w. pustelnicy i pustelnice zyja i funkcjonujg na
zasadzie tradycji lub miejscowych regulacji wprowadzonych przez biskupow lub
synody lokalne - te natomiast wdrazane nieumiejetnie doprowadzaly do zanikania
indywidualnych form zycia konsekrowanego na danym terenie [2].

XIX w. przynosi dodatkowa trudnos¢ pustelnikom i pustelnicom na ziemi
klodzkiej. Z jednej strony wciaz odbywajaca si¢ kontrreformacja szuka réznych
»przejawow protestantyzmu” — w tym przypadku nieuregulowany status potaczony
z bardzo stabg formacja religijno-teologiczna, wynikajaca z uznaniowych zasad jej
przeprowadzenia, skutkuje réznymi oskarzeniami kierowanymi wobec poszcze-
goélnych pustelnikéw. Samu Treutlerowi postawiono zarzut nieodpowiedniego
okazania czci Najswietszemu Sakramentowi, ktdry kaplan przenosit do chorego.
Z drugiej strony nastepuje zachwianie rozdzialu wladzy $wieckiej oraz koscielnej
i urzedy pruskie decyduja o tym, czy dana pustelnia moze by¢ zachowana, czy ma
znikng¢ po $mierci aktualnego pustelnika, czy tez ma by¢ zlikwidowana natych-
miastowo [3].
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Trzeba zaznaczy¢, ze zarowno dawne, jak i obecne regulacje oraz tradycja zycia
pustelniczego wymagaja, by pustelnik utrzymywatl sie z wtasnej pracy, a nie z ofiar
czy darowizn [4], tak wiec zarzut stawiany czasem Treutlerowi, ze podjat si¢ zycia
pustelniczego tylko dla poprawy stanu majatkowego, w gruncie rzeczy jest bezza-
sadny [5].

Pustelnictwo na ziemi ktodzkiej w XIX wieku

W 1759 r. minister Schlabrendorft skierowat do Glogowskiej Izby Wojennej i Débr
Skarbowych list z Zadaniem, by powiadomiono go, w ktérych miejscowosciach
zyja pustelnicy, jakie jest pochodzenie pustelni oraz czy zostala ona ufundowana.
W zapytaniu sformulowano réwniez sugesti¢ dla Izby, aby przeprowadzita ocene,
czy nie lepiej bytoby dang pustelnie zamknac¢ i dotacje otrzymywana przez czes$é
pustelnikéw skierowac na przytulki lub inne stowarzyszenia duchowne [3]. Sam
list ministra wynikt ze znikniecia jednego z pustelnikéw $laskich, z czym wiazaly
sie podejrzenia, Ze mdgl by¢ szpiegiem na rzecz Austrii lub Rosjan — dodatkowo
sama ,ocena pustelni jako przydatnych lub nieprzydatnych spolecznie miala zako-
rzenienie w mysli religijnej cesarza austriackiego Jozefa II, ktory likwidowal m.in.
klasztory nietrudnigce si¢ szpitalnictwem czy szkolnictwem.

Odpowiedz Izby nastgpita po o$miu latach, co bylo usprawiedliwiane 6wcze-
snym zamieszaniem wojennym. Niemniej raport ten stanowi duza warto$¢, po-
niewaz przynajmniej w zarysie tworzy liste pustelni na Slasku i ziemi klodzkiej.
Przy tej okazji trzeba zaznaczy¢, ze tereny ksigstwa klodzkiego bylty w znacznej
mierze katolickie, co biorgc pod uwage dziatanie na Slgsku reformacji, wyjasnia
dos$¢ duzg reprezentacje pustelnikow na tych terenach w poréwnaniu do regionow
sgsiednich.

Zasadniczo Izba dzielita pustelnikéw na dwie grupy: tych, ktérym zlecono opie-
ke nad danym kosciotem/kaplicg lub przydzielono inng funkcje, oraz tych, ktérzy
mieszkajac w odosobnionych miejscach, utrzymywali si¢ wylacznie z jalmuzny.
O ile jest malo prawdopodobne, by druga grupa zyla tylko z jalmuzny, o tyle na
pewno oficjalnie nie pelnita Zadnej funkcji, a wiec nie otrzymywala w zwigzku
z tym doébr - co bylo réwnoznaczne dla éwczesnego urzedu z ,,nieprzydatnoscig”
spoleczng. Przez nastepne lata wydawane byly decyzje réznego szczebla, ktore mia-
ly porzadkowa¢ zycie pustelnicze na Slgsku — m.in. ustanowiono w 1768 r. inspek-
tora ds. pustelnikéw (dokonal tego dziekan Karl Winter) lub zadano sprawozdan
ich dotyczacych. Efektem tego bylo zmniejszenie si¢ liczby pustelni z okoto 30
(1767 r.) do 3 (1937 1.).
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Zycie Johannesa Treutlera

Johannes Treutler przychodzi na $wiat w Hannchen (dzisiejsze Czechy) jako syn
mlynarza. Jego rodzina nie posiada duzego majatku, a dodatkowo ojciec Johannesa
umiera przed wprowadzeniem syna do swojego zawodu - z tego wzgledu miody-
Treutler przyucza si¢ do zawodu tkacza. Przez pewien czas mieszka z matka w Cze-
stochowie, nastepnie przeprowadza si¢ w okolice Klodzka. Tutaj 11 wrzesnia 1845 r.
zostaje przyjety przez ks. Franza Brandta do trzeciego zakonu franciszkanskiego.
Zatem pozostajac osobg $wiecka, zobowigzal sie do zycia prowadzonego zgodnie
z duchem $w. Franciszka. Co wazne, Johannes uzyskal zgode na noszenie habitu
franciszkanskiego pomimo pozostawania w stanie §wieckim. W nastepnym roku
zostaje mu zaproponowana ,,posada’ stroza kaplicy na Gorze Marianskiej, ktorg to
Treutler przyjmuje i od tego czasu, czyli od 26. roku zycia, prowadzi zycie pustelni-
cze przy sanktuarium Marii Pocieszycielki.

Samo sanktuarium siega historig 1715 r. kiedy to maty, kamienny ko$ciét zostaje
ufundowany przez miynarza, Heinricha Deckerta. Juz w 1738 r. éwczesny miynarz
(zwany mlynarzem szpitalnym) chcial ufundowa¢ dodatkowo budynek mieszkalny
dla pustelnika, jednak ze wzgledu na sprzeciw proboszcza i rektora jezuickiego (te-
ren nalezal do parafii) nie zrealizowano tego planu. Dodatkowo w 1807 r. pierwot-
na $wiatynia zostala zburzona, by po trzech latach wrdci¢ na swoje miejsce. A za-
tem pomimo réznych planéw dotyczacych sanktuarium Johannes Treutler zostaje
pierwszym pustelnikiem na Gdérze Marianskiej [6].

Do obowigzkéw nowego pustelnika nalezato dbanie o samg §wiatynie oraz przy-
legta do niej droge krzyzows, a takze o przybywajacych na jej teren pielgrzymow.
Jednak w 1854 r. Treutler opuszcza teren Marianskiej Gory i zamieszkuje w pustelni
niedaleko Zlotego Stoku, z ktdrej to powraca do pierwszej pustelni juz w 1860 r.
Wkrétce otrzymuje od ks. Augustina Straude’a recepture balsamu jerozolimskiego
— duchowny zdobyt ja w klasztorze franciszkanskim w Jerozolimie podczas piel-
grzymki po Ziemi Swietej w 1859 r. Poza recepturg balsamu uzyskal réwniez kilka
innych - na preparaty ziolowe, ktdre réwniez wlacza do sprzedazy.

Johannes Treutler umiejetnie kreowal wrazenie, ze jest autorem receptur oraz
samodzielnie uprawia skladniki sluzace do wytwarzania swoich preparatéw. Po-
niewaz mial renome $wiattego pustelnika, a pdzniej utalentowanego uzdrowiciela,
nikt nie podwazal jego autorstwa czy wiedzy. Jednak nie mégt on zna¢ sposobu
wytwarzania lekarstw, a dodatkowo wiele skladnikéw nie mogto by¢ zdobywanych
w stanie naturalnym lub uprawianych na Marianskiej Gorze. Z tego wzgledu Treu-
tler zwrdcit sie do Louisa Ambrosiusa, wlasciciela apteki Pod Jeleniem, o pomoc.
Ktodzki aptekarz poprawil recepture balsamu, zmieniajac kilka sktadnikéw, oraz
poinstruowal pustelnika, jak go wytwarza¢, a takze zaopatrywal go w potrzeb-
ne surowce. Z czasem medykament zaczal sie cieszy¢ popularnoscig wérod piel-
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grzymow, natomiast po wojnie Prus przeciwko Austrii pod nazwa ,In Nazareth
Aechter Jerusalemer Balsam im goldenen Engel” stal si¢ stawny i zamawiano go
nawet listownie.

Jak wspomniano wczesniej, Johannes Treutler nie posiadal wyksztalcenia farma-
ceutycznego, a wiec i uprawnien do wytwarzania lekéw. Z tego wzgledu famal 6w-
czesne prawo, co po donosie do urzedu pruskiego skutkowalo oskarzeniem przed
sagdem i karg grzywny. Dodatkowa konsekwencja procesu bylo zerwanie wspoétpra-
cy Treutlera z Louisem Ambrosiusem - aptekarz zgodnie z prawdg zeznal, ze pustel-
nik nie kupowal u niego gotowego preparatu, a jedynie sktadniki i sam wytwarzat
swoje leki. Pomimo wyroku i grzywny Treutler nie zaprzestal produkc;ji i sprzedazy,
tym razem wspolpracujac z Johannesem Schittny, aptekarzem prowadzacym apteke
Pod Murzynem.

Rozpoznawalny i coraz bogatszy pustelnik w efekcie zostaje wydalony z Marian-
skiej Gory i otrzymuje zakaz noszenia habitu franciszkanskiego. Bylo to wynikiem
oskarzenia o dwa powazne naruszenia dyscypliny pustelniczej. Po pierwsze, Treu-
tler wzigl udzial w pochodzie tkaczy, gdzie mial nawet nies¢ choragwie swojego
zawodu, a dodatkowo czg¢$¢ z obecnych byla wyznania protestanckiego, po drugie,
wracajac po pdinocy do pustelni, wszed! do gospody, gdzie z Zotnierzami spozywat
alkohol oraz taniczyl (dokumenty podkreslaja, ze taniec nie odbywal si¢ z kobietami,
co prawdopodobnie mialo w jakims stopniu chroni¢ reputacj¢ oskarzonego).

Nastepnie Treutler nabyt i zbudowal kilka nieruchomosci, a ze zgormadzone-
go bogactwa udzielal jalmuzn oraz pomagal znajomym. W jednym z doméw na-
dal produkowat balsam oraz inne z oferowanych preparatéw ziotowych, jednak dla
zmylenia urzedu nad wejsciem widnial napis ,,Piekarnia Johannesa Treutlera”. Umart
w 1892 r. w domu nazwanym Johannesburg, ktéry zbudowal w poblizu Marianskiej
Gory. W swoim testamencie zapisal wszystko siostrom franciszkankom, w tym pra-
wo do dysponowania recepturami. Siostry prowadzace szpital niedaleko Ktodzka nie
mogly jednak podja¢ si¢ produkcji balsamu, sprzedaly zatem licencje¢ na jego wy-
twarzanie i sprzedaz - licytacj¢ wygral Johannes Schittny, aptekarz z apteki Pod Mu-
rzynem, ktéry zobowiazal si¢ placi¢ z tego tytutu 700 marek rocznie, a w przypadku
duzego popytu na preparaty nawet 1 tys. marek.

Przez nastepne kilka dziesiecioleci po $mierci Treutlera (dokladnie do 1932 r.)
trwaly spory pomiedzy réznymi aptekami o posiadanie ,oryginalnej” receptury
jego balsamu. Do najwigkszego konfliktu doszto pomigdzy wlascicielem apteki Pod
Murzynem a Louisem Ambrosiusem; spér ten zostal zalagodzony wyrokiem sadu
i zastrzezeniem oddzielnych logotypéw oraz nazw. Historia balsamu w Klodzku
konczy si¢ w 1945 r., po przesiedleniu ludnos$ci niemieckiej, lecz ma kontynuacje
po 1949 r., gdy dr Richard Schittny wraz z synem Hansem otwieraja nowa apteke
Pod Murzynem, tym razem na terenie Giitersloh, i wznawiaja produkcje balsamu.
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