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Streszczenie

Kombucha to nap¢j 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 wiasciwoséci 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 porownano pod wzgle-
dem skltadu chemicznego, poddajac je analizie chromatograficznej HPLC/ESI-MS.
Oceniono aktywnos¢ antyoksydacyjna badanych prébek z wykorzystaniem testow
DPPH i ABTS. Okredlono takze cytotoksyczno$¢, przeprowadzajac testy Alamar
Blue i Neutral Red, oceniajce stopien Zywotnosci oraz metabolizm komorek skory:
fibroblastow i keratynocytéw. Potencjalne wlasciwosci przeciwstarzeniowe okreslo-
no na podstawie ich zdolnosci do hamowania aktywnos$ci metaloproteinaz: kolage-
nazy i elastazy. Ponadto zostaly przeprowadzone testy aplikacyjne, ktére wykazaly
pozytywny wplyw ekstraktow oraz fermentéw na transepidermalng ucieczke wody
z naskorka (TEWL) oraz nawilzenie skory. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zaréwno
ekstrakt z owocow rokitnika zwyczajnego, jak i ferment otrzymany za pomoca kom-
buchy mogg stanowic¢ cenny skladnik 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 slynie ze swoich cennych wlasciwosci prozdrowotnych i jest sze-
roko stosowany w przemysle spozywczym jako naturalne Zrédlo substanciji aktyw-
nych [1]. Roslina ta znajduje jednak o wiele wigcej zastosowan, m.in. w przemysle
kosmetycznym i farmaceutycznym. Od lat utrzymujacym sie¢ trendem w produkgji
kosmetykow jest sigganie po surowce pochodzenia naturalnego, w tym ekstrakty
rodlinne. W Polsce roélina ta wystepuje naturalnie wzdtuz wybrzeza Baltyku i jest
objeta czesciowa ochrong [2]. Z roku na rok przybywa réwniez plantacji rokitni-
ka, gdyz popyt na jego owoce stale rosnie. Jagody rokitnika sg czesto przedmiotem
badan, ktore koncentruja 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 wykazuja dzialanie ochronne dla mitochondriéw przed
stresem oksydacyjnym wywotanym przez wolne rodniki, m.in. H,O, [4].
Innowacyjnym podejsciem jest poddanie ekstraktow roslinnych procesowi fer-
mentacji, ktéry wzmacnia ich dzialanie prozdrowotne [5]. Biofermenty wykazuja
wzmozone dzialanie przeciwbakteryjne oraz redukujace ilo$¢ wolnych rodnikow,
wplywajacych na szybsze starzenie si¢ organizmu. Badania wskazujg, ze poddanie
surowcow roslinnych fermentacji z udzialem konsorcjum mikroorganizméw SCOBY
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umozliwia uzyskanie nowych, cennych wlasciwoéci, ktére mozna modyfikowad,
dobierajac odpowiednie warunki fermentacji [6]. Warto zaznaczy¢, ze proceso-
wi fermentacji mozna podda¢ nie tylko pigknie wybarwione owoce rokitnika, ale
rowniez pozostale czesci rosliny, ktore wykazuja wiele pozadanych wlasciwosci
[7, 8]. Rokitnik zwyczajny stanowi doskonaly surowiec kosmetyczny ze wzgledu
na swoje dzialanie przeciwstarzeniowe, odzywcze oraz antybakteryjne. Ostatnia
z wlasciwosci jest $cidle zwigzana z utrzymaniem prawidtowego mikrobiomu ské-
ry, z ktorego zaburzeniem wigzg sie liczne problemy dermatologiczne, jak tradzik,
luszczyca czy atopowe zapalnie skory [9]. Olej z nasion badanej rosliny wykazuje
dziatanie antybakteryjne, regenerujace oraz nawilzajace dla skéry poprzez ochrone
przed nadmierng utrata wody z naskorka [10, 11]. Ponadto stosowanie kosmety-
kéw z rokitnikiem moze regulowaé wydzielanie sebum. Badania wykazaly, ze owoc
z H. rhamnoides zawiera znaczaca iloé¢ witaminy C, znajdujacej wiele zastosowan
w przemysle kosmetycznym [12], majacej wlasciwosci rozjasniajace, przyspieszaja-
cej regeneracje skory i gojenie si¢ ran [13]. Wysoka zawarto$¢ zwiazkow polifenolo-
wych obecnych w ekstrakcie wplywa na stymulacje syntezy elastyny oraz kolagenu,
poprawiajac napiecie i nawilzenie skory oraz redukujac oznaki starzenia [14].

Cel pracy stanowila 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 pomocg grzyba her-
bacianego kombuchy (SCOBY). Otrzymane ekstrakty oraz fermenty nastepnie pod-
dano kompleksowej ocenie biochemicznej oraz analizie fitochemicznej.

Materiat i metody badan
Technologia otrzymywania ekstraktéw 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 destylowanej
o temperaturze pokojowej (okolo 20°C). Ekstrakcje prowadzono przez 24 godziny
na mieszadle magnetycznym. Otrzymane ekstrakty zostaly przefiltrowane trzykrot-
nie z wykorzystaniem sgczkéw 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. Fermentacj¢ prowadzono
w sterylnych szklanych zlewkach przez okres 14 dni. Po zakonczeniu procesu fer-
mentacji otrzymany ferment przefiltrowano przez jalowa gaze. Otrzymany ekstrakt
i ferment odparowano do sucha, rozcieniczono wodg oczyszczong o temperaturze
pokojowej (okoto 20°C) do finalnych stezen i poddano dalszym analizom.
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Oznaczenie zawartosci aktywnie biologicznych zwigzkow

Analize chromatograficzng HPLC zwigzkow aktywnych w otrzymanym ekstrakcie
oraz fermencie przeprowadzono przy uzyciu kolumny RP18 Titan (Supelco, Sig-
ma-Aldrich) (10 cm x 2,1 mm, wielkoé¢ czastek 1,9 um). Temperatura termostatu
wynosila 20°C. Jako faz¢ ruchomg zastosowano mieszanine acetonitrylu z 0,05%
kwasem mrowkowym (rozpuszczalnik A) i wody z 0,05% kwasem mréwkowym
(rozpuszczalnik B) przy przeplywie 0,2 ml/min. Badane probki rozdzielono, stosu-
jac elucje gradientowg wedlug 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
zrodla jonow byly nastepujace: temperatura gazu suszacego 325°C, przeplyw gazu
suszgcego 51 min™', ci$nienie nebulizatora 30 psi, napigcie kapilary 3500 V, fragmen-
tatora 170 V i skimmera 65 V. Jony pozyskiwano w zakresie od 100 do 1050 m/z.

Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej metod3 redukcji rodnika DPPH
Zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw w owocach rokitnika oznaczono za pomoca
zmodyfikowanej metody opisanej przez Branda-Williamsa [15]. Do analizy wlasci-
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 absorbancj¢ 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 st¢zenia.

Do obliczenia procentu zmiatania wolnego rodnika DPPH wykorzystano réw-

nanie:
_ Ak—Ab

% zmiatania DPPH = —

% 100,
gdzie:
Ak - absorbancja probki kontrolnej,

AD - absorbancja proby badane;.

Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej metoda redukcji rodnika ABTS

Druga metoda przeprowadzona w celu oceny wlasciwoéci antyoksydacyjnych ba-
zowala na roztworze ABTS [16]. Zmieszano 7 mM roztworu ABTS z 2,4 mM roz-
tworem nadsiarczanu potasu w rownych proporcjach i inkubowano przez 14 godzin
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie otrzymany roztwor rozcieficzono w me-
tanolu do uzyskania absorbancji rownej okolo 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
stanowil 1 ml roztworu ABTS zmieszany z 1 ml metanolu. Do obliczen wykorzy-
stano réwnanie:

1-As
% redukcji ABTS + = x 100,

gdzie:
As — absorbancja probki,
Ac - absorbancja probki kontrolne;.

Testy cytotoksycznosci

Procedura prowadzenia hodowli komérkowej

Oceny cytotoksycznosci badanych ekstraktow dokonano na dwéch liniach komér-
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 pug/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 komorek zostaly wy-
siane na plytki 96-dotkowe o stezeniu 10 000 komdrek/dolek. Nastepnie komorki
zostaly traktowane ekstraktami z owocow rokitnika zwyczajnego o stezeniach: 100,
250 oraz 1000 pg/ml.

Alamar Blue

Pierwszym z przeprowadzonych testow cytotoksycznosdci byt test Alamar Blue
(AB) (Sigma, R7017), dzigki ktéremu oceniono zywotno$¢ komoérek w odpo-
wiedzi na badane ekstrakty. Test ten umozliwia okreslenie poziomu aktywnosci
enzymow oddechowych w badanych komoérkach. Poczatkowo komoérki B] oraz
HaCaT wysiano na 96-dotkowe plytki i poddano 24-godzinnej inkubacji z ba-
danymi ekstraktami o stezeniach: 100, 250 oraz 1000 pg/ml. Na kolejnym etapie
komorki traktowano roztworem resazuryny o stezeniu 60 pM i prowadzono in-
kubacje komorek przez 2 h w temp. 37°C w ciemnosci. Po tym czasie przeprowa-
dzono pomiar fluorescencji z wykorzystaniem czytnika mikroplytek (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 komorek HaCaT oraz B] w poréwnaniu
do kontroli przyjetej jako 100%.
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Neutral Red

Do oceny metabolizmu oraz proliferacji badanych komorek wykorzystano test
oparty na barwniku - czerwieni oboj¢tnej (Neutral Red) (Sigma-Aldrich), poste-
pujac zgodnie z procedurg opisang wczesniej przez E. Borenfreunda i J.A. Puernera
[17]. Do przeprowadzenia powyzszego testu komaérki wysiano na plytki 96-dotko-
we w gestosci 10 000 komorek/dolek. Na kolejnym etapie komorki (zaréwno BJ,
jak i HaCaT) traktowano analizowanymi ekstraktami z rokitnika o stezeniach 100,
250 oraz 1000 pg/ml przez 24 godziny. Komérki nietraktowane badanymi prob-
kami (ani ekstraktem, ani fermentem) hodowane w medium DMEM stanowily
w tym doswiadczeniu grupe kontrolng. Po inkubacji medium z badanymi ekstrak-
tami zostalo usunigte, a do komorek dodano swieza pozywke z dodatkiem barwni-
ka Neutral Red o stezeniu 40 pg/ml. Po 2-godzinnej inkubacji komorki w kazdym
dotku przemyto sterylnym PBS-em i dodano po 150 ul na kazdy dotek roztworu
odbarwiajgcego (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 zywotnoséci komorek wykonano pomiar gestosci optycznej (OD) barwnika
uwolnionego z komoérek, mierzac absorbancje przy dlugosci 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 komarek
traktowanych badanymi st¢zeniami ekstraktu i fermentu z rokitnika, przyjmujac
zywotnos$¢ komdrek kontrolnych na poziomie 100%.

Oznaczenie aktywnosci hamowania kolagenazy

W celu oceny wlasciwoéci przeciwstarzeniowych badanych prébek dokonano oce-
ny zdolnoéci hamowania aktywnosci enzymu odpowiedzialnego za degradacje
wiokien kolagenowych - kolagenazy. W tym celu wykorzystano zestaw fluoryme-
tryczny (Abcam, ab211108). Analizy przeprowadzono na plytkach 96-dotkowych
dla stezen ekstraktu i fermentu wynoszacych 100 oraz 500 pg/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 kontrole enzymu przygotowano przez zmieszanie rozciericzonego COL
z CAB. Dodatkowo bufor CAB zostal zastosowany jako kontrola tla. Tak przygoto-
wane probki poddano 15-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej. Nastep-
nie sporzagdzono mieszaning reakcyjng poprzez zmieszanie substratu kolagenazy
z CAB. Przygotowang mieszanine dodano do wszystkich analizowanych probek
i doktadnie wymieszano. Wykonano pomiar fluorescencji przy dlugosci fali wzbu-
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dzenia A = 490 nm i emisji A = 520 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek (Fil-
terMax F5, Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA). Pomiaréw dokonywano
w trybie kinetycznym przez 60 min w temp. 37°C. Do obliczenia zdolnosci hamo-
wania aktywnosci COL przez analizowane probki wykorzystano wzor:

kontrola enzymu — préobka badana

% inhibicji aktywnosci kolagenazy = e pr— x 100%.

Oznaczenie aktywnosci hamowania elastazy

Do oceny zdolnosci inhibicji elastazy neutrofilowej (NE) odpowiedzialnej za
rozpad widkien 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 kontrolg inhibitora (SPCK). W kolejnym kroku
wszystkie studzienki uzupelniono rozcienczonym roztworem NE. W kolejnych
studzienkach umieszczono préobki testowe, kontrole inhibitora oraz kontrole en-
zymu, a takze probke kontrolna, ktora stanowit bufor testowy. Plytke z badanymi
probkami poddano inkubacji przez 5 min w temp. 37°C. Po tym czasie do kazde-
go dotka dodano mieszanine reakcyjng skladajacg si¢ 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). Zdolnos¢ do hamowania aktywnosci NE przez badane proébki z rokit-
nika obliczono ze wzoru:

o g e o L. ARFU kontroli inhibitora
% inhibicji aktywnosci NE =1 — ARFU lontroll enant X 100%.

Pomiar transepidermalnej ucieczki wody z naskérka (TEWL)

oraz nawilzenia skory

W celu wykonania pomiaréw stopnia nawilzenia skory oraz transepidermalnej
ucieczki wody z naskdrka wykorzystano aparat do badania skéry TEWAmeter
TM 300 oraz sonde Corneometer CM 825 podlaczona 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 skoérze obszary
o wymiarach 2 x 2 cm, na ktdére nanoszono 20 pl kazdej z analizowanych probek
(o stezeniu 300 pg/ml). Pole kontrolne w tym badaniu stanowil obszar nietrakto-
wany zadng probka badang. Analizowane probki pozostawiono do wyschnigcia
i przeprowadzono pomiary po 60, 120, 180, 240 i 300 min. Na ostateczny wynik
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skladala si¢ $rednia arytmetyczna (dotyczaca kazdej badanej osoby) z 5 niezalez-
nych pomiaréw w przypadku analizy poziomu nawilzenia skory oraz 20 pomiarow
w przypadku badania TEWL.

Analiza statystyczna

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

i . . ARFU kontroli inhibitora
% inhibicji aktywnosci NE =1 — ERFU Fontroll encyimi X 100%.

Whyniki i dyskusja

Oznaczenie zawartosci zwigzkéw biologicznie czynnych

Zawartos¢ zwiazkow biologicznie aktywnych obecnych w fermentowanym i nie-
fermentowanym ekstrakcie z rokitnika oznaczono metodg HPLC/ESI-MS. Ziden-
tyfikowane zwiazki oraz ich zawarto$¢ (w pg/g ekstraktu/fermentu) przedstawiono
w Tabeli 1. Uzyskany profil zwigzkéw polifenolowych byt zblizony do podanych
w literaturze [18, 19]. Otrzymane wyniki wykazaly, ze zaréwno ekstrakt z rokitnika,
jak i ferment s3 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-3-0-glukozyd. Chromatogram przedstawiajacy identyfikacje
polifenoli przedstawiono na Rysunku 1. Jak wykazano w Tabeli 1, oznaczone zwigz-
ki biologicznie czynne byly zréznicowane pod wzgledem ich zawartosci w ekstrak-
cie oraz fermencie. Ferment otrzymany za pomoca kombuchy okazal si¢ bardziej
obfity w kwas protokatechowy i flawonoidy. Réznica w zawartosci tych kwasow jest
nawet 8 razy wigksza w przypadku zwiagzku nr 2 (14,56 pg/g + 0,24 w fermencie i 1,8
ug/g + 0,08 w ekstrakcie).

101 |DAD' - ASign254 & Rebeol rokitruk ferment 1l negl001 4

@ 4 & & w ow uw ¥ W A 2 H X B M N M X W H & 4 % @& %N N N K =
Flesgeras Units va.icausiica Time (i)

Rysunek 1. Chromatogram zwiazkéw polifenolowych zawartych w fermencie z owocéw rokitnika.
Figure 1. Chromatogram of biologically active compounds contained in sea buckthorn ferments.
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Ponadto zwigzek nr 4 wystepuje w ilodci 162,75 pg/g + 6,68 w fermencie, pod-
czas gdy w ekstrakcie nie zidentyfikowano go w ogole. Badania wskazujg, ze pod-
czas procesu fermentacji nastepuje wzrost zawartosci niektorych zwiazkow fenolo-
wych oraz czas fermentacji wplywa na wzrost i zawartos¢ tych zwiagzkow. Roznice
pomiedzy ekstraktami fermentowanymi i niefermentowanymi moga réwniez wy-
nika¢ z faktu, ze zlozone zwigzki fenolowe mogg by¢ degradowane do mniejszych
czasteczek podczas procesu fermentacji [3].

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

Obserwowana Zawarto$c¢ (pg/g)
: T s - -
Pik o masa jonow Zwiazek 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
3. | 5156 6231645 | \Zoramnetyna3-Oglu- | opoani6 | 102754351 | 15624102
kozyd-7-0-ramnozyd
4. | 5486 623,164 Teoramnetyna-3-0- | 332016 | 162,75+ 668 -
-rutozyd
[zoramnetyna-3-O-glu-
5. 55,71 477,1062 kozyd C22H22012 | 20,06 +1,74 | 2,67 £0,07

Zrédlo: opracowanie wlasne.

Ocena wiasciwosci antyoksydacyjnych

Oceng zdolnosci do neutralizowania wolnych rodnikéw badanego ekstraktu oraz
fermentu z owocéw rokitnika przeprowadzono przy uzyciu dwoéch niezaleznych
metod: DPPH oraz ABTS. DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) ma zdolnos¢ do
tworzenia stabilnego kationorodnika, ktorego metanolowy roztwér DPPH charak-
teryzuje si¢ ciemnofioletows barwa, ktora przechodzi w kolor zoélty, w przypadku
gdy analizowany zwigzek cechuje si¢ wlasciwoséciami antyoksydacyjnymi. W tescie
ABTS rodniki odczynnika ABTS (2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian))
tworzone s3 podczas reakcji chemicznych z nadsiarczanem potasu, a zdolnoé¢ ich
redukeji przez antyoksydanty jest zalezna od czasu trwania reakcji, stezenia prze-
ciwutleniacza oraz jego aktywnosci. Nastgpuje zanik barwy roztworu, przy czym
spadek intensywnoéci 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 przemyslu kosmetycznego. Towarzyszacy nam stres, niewlasciwa dieta,
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zmeczenie to tylko niektére czynniki wplywajace na uwalnianie wolnych rodni-
kéw w organizmie, prowadzac tym samym do wielu niekorzystnych zmian. Miarg
aktywnosci przeciwutleniajacej jest wartos¢ parametru IC50, ktory okresla steze-
nie przeciwutleniacza powodujace 50% spadek poczatkowego stezenia rodnikow.
Uzyskane wyniki koreluja z do$wiadczeniami innych badaczy, ktérzy réwniez
obserwowali wlasciwosci antyoksydacyjne rokitnika [20, 21]. Wyniki otrzymane
w ramach tej pracy dowodza, ze fermenty wykazuja silniejsze dzialanie antyok-
sydacyjne w poréwnaniu do badanych ekstraktow z rokitnika, co wskazuje na za-
sadnos$¢ przeprowadzania procesu fermentacji otrzymanych ekstraktow. Wyzsza
aktywnos¢ antyoksydacyjna fermentéw jest zwigzana prawdopodobnie z wigksza
zawartoscig zwigzkow biologicznie czynnych, co zostalo potwierdzone analizami
chromatograficznymi.

Tabela 2. Ocena wlasciwoéci 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

Zrédto: opracowanie wlasne.

Ocena cytotoksycznosci

Ocenie cytotoksycznosci wzgledem badanych ekstraktow i fermentéw z rokitnika
poddano dwie ludzkie linie komdrkowe: keratynocyty (HaCaT) oraz fibroblasty
(B]). 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 redukeji do rezorufiny o barwie
rozowej fluorescencji poprzez oddychanie tlenowe komorek aktywnych meta-
bolicznie, dzigki czemu jest wykorzystywana jako wskaznik ich zywotnosci [22].
Z kolei barwnik Neutral Red ma zdolnoé¢ do przenikania przez blony komdrkowe
i akumulacji w Zywych, nieuszkodzonych lizosomach. Na podstawie uzyskanych
wynikéw (wykres 1) mozna zaobserwowaé wyrazng roznice w zywotno$ci oraz
aktywnosci metabolicznej obu typéw komoérek w odpowiedzi na traktowanie eks-
traktem oraz fermentem z rokitnika. Przeprowadzone analizy pokazaly, iz zaréwno
ekstrakt, jak i ferment z rokitnika nie wykazuja cytotoksycznego dzialania na oba
typy komorek skéry. Co wigcej, badania przeprowadzone z wykorzystaniem obu te-
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stow wykazaly réwniez, iz zaréwno ekstrakt, jak i ferment pozytywnie wplywaja na
aktywnos$¢ metaboliczng oraz integralno$¢ blon w komdrkach skory w warunkach
in vitro we wszystkich analizowanych stezeniach.

Zaréwno w przypadku keratynocytéw (HaCaT), jak i fibroblastow (B]) zaob-
serwowano bardziej korzystny wplyw fermentu w poréwnaniu do ekstraktu, co
sugeruje, iz fermenty z rokitnika mogg stanowic bezpieczny skladnik preparatow
przeznaczonych do mycia czy pielegnacji skory. Jednak biorac pod uwage tenden-
cje¢ spadkowa w zywotnoéci komorek poddanych wzrastajacym stezeniom badanych
probek, nalezy odpowiednio dobrac ich st¢zenie w preparatach docelowych, by nie
wywola¢ efektu cytotoksycznego.

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

Dodatkowo zastosowanie oleju z nasion rokitnika zmniejsza ilo§¢ produktow
peroksydacji lipidow oraz podwyzsza poziom fosfolipidow i wolnych kwasow tlusz-
czowych po napromieniowaniu UV, co sugeruje, iz moze by¢ on postrzegany jako
obiecujacy naturalny zwigzek fotoochronny skéry [23]. Inni autorzy wskazali row-
niez, iz ekstrakty z rokitnika zwigkszajg syntez¢ prokolagenu, zmniejszaja ekspresje
MMP-1, a takze hamuja wytwarzanie interleukiny IL-1f i IL-6 oraz cyklooksygena-
zy-2 (COX-2) w ludzkich fibroblastach napromieniowanych UVB. Wyniki te wska-
zuja wiec, ze zardwno ekstrakty, jak i oleje z nasion tej roéliny moga by¢ postrzegane
jako potencjalny srodek terapeutyczny mogacy znalez¢ zastosowanie w zapobiega-

niu i leczeniu fotostarzenia skory [24].
n
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Wykres 1. Ocena cytotoksycznosci badanych ekstraktow i fermentéw na keratynocyty HaCaT
(A) oraz fibroblasty B] (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 skora zbudowana jest z trzech gléwnych warstw: naskorka, skéry wlasciwej
oraz warstwy podskornej [25]. Najbardziej zewnetrzng czgs¢ stanowi macierz ze-
wnatrzkomoérkowa (ECM - extracellular matrix), wypelniajaca przestrzen miedzy
komorkami skory [26]. W sklad ECM wchodza wldkna kolagenowe i elastynowe
wytwarzane przez fibroblasty, glikozaminoglikany (gléwnie kwas hialuronowy) oraz
glikoproteiny. Macierz zewnatrzkomorkowa jest swoistg bariera, ktora z jednej strony
kontroluje przeplyw 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 $cisle zwiazana ze starzeniem skory [27]. Na
drodze do utrzymania prawidlowej struktury ECM staja dwa enzymy hydrolizujace
biatka macierzy metalopeptydazy: kolagenaza oraz elastaza, ktore przyczyniaja si¢ do
degradacji wlokien kolagenowych i elastynowych, prowadzac do utraty jedrnoscii do
starzenia si¢ skory [28]. Wiele ekstraktéw roslinnych wykazuje dzialanie hamujace
aktywnos¢ tych enzymow [29]. Wykres 2 przedstawia zdolno$¢ badanych ekstrak-
tow i fermentéw o stezeniach 100 i 500 pg/ml do hamowania aktywnosci kolagenazy
i elastazy. W przypadku inhibicji aktywnoéci kolagenazy zaréwno dla ekstraktu, jak
i fermentu wyniki oscylujg na poziomie 30% dla stezenia 100 pg/ml oraz 20% dla ste-
zenia 500 pg/ml. Wartosci aktywnosci hamowania elastazy zaréwno dla ekstraktow,
jak i fermentéw sa zblizone i wynosza okoto 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 owocdw 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 naskérka (TEWL)

oraz nawilzenia skéry

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

Analizujgc wpltyw badanych ekstraktéw i fermentéw z rokitnika na poziom na-
wilzenia skory, 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 porownaniu 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 skorg, dzigki obecnosci zwigzkow biologicz-
nie czynnych [30].
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Wrykres 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 zwiazkow biologicznie aktywnych rokitnik zwyczajny jest
surowcem szeroko stosowanym w przemysle kosmetycznym. Dodatkowo na ryn-
ku kosmetycznym pojawia si¢ coraz wiecej ekstraktow roglinnych fermentowanych
mikroorganizmami, takimi jak: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. czy grzy-
bem herbacianym SCOBY. Badania wykazaly, ze ekstrakty, jak i fermenty z owocow
rokitnika stanowig uniwersalny surowiec kosmetyczny, ktéry moze pelni¢ wiele
funkcji jednoczesnie.

Ekstrakt z rokitnika redukuje liczbe wolnych rodnikéw, pozytywnie wplywa na
zywotno$¢ i metabolizm komoérek skéry, hamuje hydrolityczne dziatanie metalo-
peptydaz takich jak elastaza i kolagenaza, wspomagajac zachowanie jedrnej i na-
pigtej skory, a takze pozytywnie wplywa na stopien nawilzenia skory i ograniczenie
transepidermalnej ucieczki wody z naskorka. Whasciwosci te majg ogromne znacze-
nie dla zapobiegania procesowi starzenia si¢ skory, redukcji powstalych zmarszczek
oraz wplywaja na ogdlng kondycje skory poprzez utrzymanie jej bariery ochronne;j,
co jest §cidle 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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