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Wprowadzenie

Bez czarny jest rosling uprawiang w Danii, Niemczech, Rumunii, Stowacji i USA.
Natomiast w Polsce jest jeszcze mato rozpowszechniony, a dotychczasowe badania nad nim
majg charakter fragmentaryczny. Istnieje wiec potrzeba wzbogacenia tej wiedzy, poniewaz
bez czarny w przyszto$ci moze uzupetnic¢ asortyment roslin uprawianych w ogrodnictwie.

Zawarto§¢ zwigzkow polifenolowych, kwasu askorbinowego 1 sktadnikow
mineralnych wystepujacych w owocach bzu czarnego zalezy od wielu czynnikéw: warunkow
przyrodniczych i glebowych, technologii uprawy (zabiegéw agrotechnicznych, odmiany) oraz
sposobu przechowywania i przetwarzania surowca.

Przemyst farmaceutyczny, spozywczy i przechowalnictwo oczekuje szczegdtowej
wiedzy na temat wiasciwosci fizykochemicznych ekstraktoéw z owocOw bzu czarnego, ich
jakos$ci mikrobiologicznej oraz stabilnosci antocyjanow w ekstraktach. Ponadto dazy si¢ do
tego, aby zawarto$¢ antocyjanéw byla stabilna w czasie przetwarzania surowca. W dostepnej
literaturze malo jest tez informacji na temat zalezno$ci miedzy zawarto$ciag zwigzkow
polifenolowych i kwasu askorbinowego a wtasciwosciami przeciwutleniajagcymi owocOw oraz
zalezno$ci miedzy zawarto$cia zwigzkow polifenolowych a zawartoscig skladnikoéw
mineralnych w owocach bzu czarnego.

Publikacja jest proba poszerzenia wiedzy na temat zwigzkow 1 sktadnikow

biologicznie aktywnych, wystepujacych w owocach bzu czarnego.

Badania przedstawione w pracy mialy na celu:

e ocen¢ zawartoSci zwigzkow polifenolowych, kwasu askorbinowego i skladnikéw
mineralnych w owocach bzu czarnego oraz wilasciwosci przeciwutleniajacych owocow,
z uwzglednieniem wplywu warunkéw atmosferycznych, stanowiska uprawy i odmiany,

e analiz¢ stabilnosci antocyjanéw w ekstraktach i1 jako$ci mikrobiologicznej ekstraktow
Z owocOw bzu czarnego,

e okres$lenie zalezno$ci miedzy zawartoScia zwigzkéw polifenolowych 1 kwasu
askorbinowego a wlasciwosciami przeciwutleniajgcymi owocOw oraz zaleznosci miedzy
zawartoscig zwigzkow polifenolowych a zawartoscig sktadnikow mineralnych (Ca, Mg,

Zn i Fe) w owocach bzu czarnego.
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Cze$¢ teoretyczna

Na poczatku tej czgséci publikacji opisano reaktywne formy tlenu (RFT) i reaktywne
formy azotu (RFA), a szczego6lnie niebezpieczne dla organizmu wolne rodniki. Wolne rodniki
sg bardzo reaktywne i na ogot ,,zyja” przez utamek sekundy, reagujac z biatkami czy lipidami
powodujg zmiany w strukturze komorek i tkanek. Powstaja pod wptywem réznych czynnikow
srodowiska. Chociaz organizm czlowieka ma wlasny system obrony przed wolnymi
rodnikami (enzymy antyoksydacyjne), to jednak musi by¢ wzmacniany przez antyoksydanty
pochodzace z zywnosci, np. zwigzki polifenolowe wystepujace w owocach 1 warzywach.

W Kolejnej czgsci pracy scharakteryzowano zwigzki polifenolowe okreslane jako
naturalne substancje nieodzywcze (NSN), powstate w wyniku wyspecjalizowanej przemiany
materii. Zadaniem ich jest ochrona gatunkow przed czynnikami zagrazajagcymi ich
przetrwaniu w niesprzyjajacych warunkach. Szczegdlng uwage zwrdcono na antocyjany jako
jedna z najwiekszych 1 najwazniejszych grup barwnikow ro$linnych, ktéra wystepuje
w kwiatach, owocach i warzywach. Opisano wiasciwosci antocyjandw, ich stabilnos¢
I zastosowanie jako naturalne barwniki spozywcze (E 163). Oméwiono roOwniez inng wazng
grupe zwigzkoéw polifenolowych - kwasy fenolowe, ktore m.in. petnia wazng funkcje
ochronng w okresie wzrostu idojrzewania ziaren oraz owocoéw, az do ich dojrzatosci
konsumpcyjnej. W organizmie cztowieka wykazujg zroznicowang aktywno$¢ biologiczna.

Wyjasniono na czym polega aktywnos¢ przeciwutleniajaca, jaka wykazuja zwiazki
polifenolowe w roslinach, i od czego ona =zalezy. Roznice we wiasciwosciach
przeciwutleniajacych zaleza gléwnie od struktury zwiazkow polifenolowych, ich zawartosci,
oraz wzajemnego oddzialywania. Podkreslono w pracy, ze ekstrakty otrzymane z owocoéw
maja na ogdl lepsze wilasciwosci przeciwutleniajace, anizeli wigkszo$¢ czystych polifenoli
czy witamin. Moze to by¢ wynikiem synergistycznego oddziatywania przeciwutleniaczy
wzgledem siebie, czyli sumowania si¢ dziatania roznych sktadnikow biologicznie czynnych.
Zwrécono uwage, ze zwigzki polifenolowe wykazuja rowniez = wilasciwosci
antymikrobiologiczne oraz moga hamowa¢ wzrost takich mikroorganizméw jak bakterie,
plesnie i pierwotniaki w produktach roslinnych.

Oproécz zwiazkdéw polifenolowych opisano kwas askorbinowy, ktory jest waznym
przeciwutleniaczem, chociaz charakteryzuje si¢ mniejsza aktywno$cig antyoksydacyjng niz
zwigzki polifenolowe. Kwas askorbinowy ma dziatanie terapeutyczne i zabezpieczajace przed
wieloma chorobami.

Omoéwiono W pracy skladniki mineralne, ktére sa niezbedne do prawidlowego

funkcjonowania organizmu cztowieka i dlatego powinny by¢ dostarczone w odpowiednich
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iloéciach z pozywieniem. Dzieli si¢ je na makroelementy (np. wapn, magnez) oraz
mikroelementy (np. cynk, Zelazo).

Charakterystyke bzu czarnego przedstawiono w publikacji pod wzglgdem
wystepowania, rozpowszechnienia w uprawie, wymagan glebowych 1 temperaturowych.
Podkreslono, ze odmiany szlachetne bzu czarnego uprawiane w warunkach przyrodniczych
Olsztyna charakteryzowaly si¢ wyzszym plonem 1 lepszymi cechami morfologicznymi
owocow, w porownaniu do form dziko rosngcych. Opisano sktad chemiczny owocow bzu

czarnego i jego wiasciwos$ci prozdrowotne.

Czes$¢ doswiadczalna

W czesci dos$wiadczalnej pracy opisano Mmateriat badawczy - owoce bzu czarnego
(Sambucus nigra L.) czterech odmian: Alleso, Korsor, Sampo i Samyl, pochodzace
z doswiadczenia polowego prowadzonego na dwoch stanowiskach uprawy w latach 2004-
2006. Doswiadczenie bylo zalozone przez Katedr¢ Ogrodnictwa w Ogrodzie Zakladu
Dydaktyczno-Doswiadczalnego  Uniwersytetu  Warminsko-Mazurskiego w  Olsztynie.
W pracy scharakteryzowano warunki glebowe i atmosferyczne podczas prowadzenia
doswiadczenia. Stanowisko S1 o glebie klasy R-IVa charakteryzowato si¢ wigkszg
zawarto$cig prochnicy i sktadnikow pokarmowych anizeli stanowisko S2 o glebie klasy R-V.
Opracowanie warunkow atmosferycznych w okresie badan (temperatura powietrza,
temperatura przy gruncie, opady i nastonecznienie) dokonano na podstawie wynikow
pomiarow prowadzonych przez Instytut Meteorologii i Gospodarki Wodnej w Olsztynie.

W czesci doswiadczalnej publikacji przedstawiono wyniki zawartosci zwigzkow
polifenolowych (fenole ogoélem, antocyjany, flawonole i fenylopropanoidy), kwasu
askorbinowego 1 sktadnikow mineralnych w owocach bzu czarnego oraz wiasciwosci
przeciwutleniajacych owocow. W tej czesci pracy zostaty zawarte wyniki dotyczace
stabilno$ci antocyjanow w ekstraktach oraz jakosci mikrobiologicznej ekstraktow z owocow
bzu czarnego. Opisano rowniez wspotzaleznoSci migdzy zawartoscig zwigzkoéw
bioaktywnych, sktadnikow mineralnych 1 wtasciwosciami przeciwutleniajgcymi owocow.
W metodyce badan zwrocono uwage, ze do analizy jakoSciowej i iloSciowe] zwigzkow
polifenolowych w owocach bzu czarnego zastosowano metode HPLC, a pozostate badania
przeprowadzono metoda spektrofotometryczng i pehametryczng. Jako§¢ mikrobiologiczng
ekstraktow okreslono wykonujac posiewy bezposrednie i po inkubacji do selektywnego

podioza YGC-agar.
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Zawartos$¢ zwigzkow polifenolowych w owocach bzu czarnego

W pierwszym ectapie badan =zostala przeprowadzona identyfikacja jakoSciowa
I ilosciowa zwigzkoéw polifenolowych w owocach bzu czarnego. Analiza metoda HPLC
wykazata, ze w sktadzie zwigzkow polifenolowych znajdowaly si¢ glikozydy cyjanidyny oraz
pochodne kwercetyny i kwasu cynamonowego. W grupie glikozydow cyjanidyny
dominowaty: 3-sambubiozyd cyjanidyny, 3-glukozyd cyjanidyny, 3-sambubiozydo-5-
glukozyd cyjanidyny oraz 3,5-diglukozyd cyjanidyny. Do grupy o wigkszej zawartoSci
antocyjanow w owocach zaliczono odmiany Samyl i Korsor. W owocach odmiany Samyl
zawartos$¢ obu gtownych glikozydow cyjanidyny byta zblizona (wynosita ok. 50%), natomiast
w owocach odmiany Korsor, 3-glukozyd cyjanidyny stanowit 64% zawarto$ci antocyjanow.
Do grupy o mniejszej zawartosci antocyjanéw w owocach zaliczono odmiany Alleso i Sampo,
w ktorych znajdowalo si¢ ok. 52% 3-sambubiozydu cyjanidyny i 45% 3-glukozydu
cyjanidyny. Najwigksza zawarto$cig pochodnych kwercetyny i kwasu cynamonowego
wyrdzniaty si¢ owoce odmiany Alleso. Ogdlnie matg zawartos$¢ tych zwiazkow stwierdzono
w owocach odmiany Sampo. Z doniesien literaturowych wynika, ze dla tych samych odmian
bzu czarnego uzyskano czesciowo odmienng charakterystyke glikozydow cyjanidyny oraz
pochodnych kwercetyny i kwasow cynamonowych w owocach. Zroéznicowanie w sktadzie
I zawarto$ci zwigzkow polifenolowych wystepujacych w owocach przypisuje si¢ ré6znym
czynnikom. Moze to by¢ wynikiem oddziatywania genotypu, jak i czynnikéw $rodowiska
(Swiatla, temperatury, opadow).

Przy rozpatrywaniu efektow gtownych czynnikow doswiadczenia stwierdzono, zZe
zawarto$¢ fenoli ogdltem, antocyjanow, flawonoli 1 fenylopropanoidow oraz wzajemna
proporcja antocyjanow do fenoli ogétem w owocach bzu czarnego (wspotczynnik Aw/TP)
zalezata w sposob istotny od lat badan, stanowiska uprawy i odmiany.

Zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych (fenole ogodtem, antocyjany, flawonole,
fenylopropanoidy) i wspotczynnika Aw/TP w owocach byta zréznicowana w latach. W roku
2004, chtodniejszym 1 wilgotnym, owoce bzu czarnego charakteryzowala mala zawartos¢
fenoli ogotem 1 barwnych antocyjanéw, natomiast duza byla zawarto$¢ flawonoli
I fenylopropanoidow. W latach 2005 i 2006, cieplejszych, z okresowo pojawiajaca si¢ susza
10 duzym naslonecznieniu, wzrosta zawartos¢ fenoli ogodtem i antocyjanow, natomiast
zmniejszyta si¢ zawarto$¢ flawonoli i fenylopropanoidow. Warto$¢ wspotczynnika Aw/TP
byta najwyzsza w owocach bzu czarnego uprawianego w roku 2005, w ktoérym to udziat

antocyjanow w ogolnej zawartosci fenoli byt najwigkszy w owocach bzu czarnego.
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Z doniesien literaturowych wynika, ze zawarto$¢ antocyjanow wzrasta wraz z dojrzewaniem
owocow 1 zwigkszeniem intensywnoS$ci ich wybarwiania si¢, natomiast zawarto$¢ fenoli
ogoélem 1 flawonoli ksztattuje si¢ réznie w dojrzalych owocach, w zaleznosci od gatunku
owocow. Zawartos¢ kwasow fenolowych (fenylopropanoidy) na ogét maleje wraz
Z pojawieniem si¢ dojrzatosci konsumpcyjnej owocdéw, co wigze si¢ Sensorycznie
z odczuwanym zmniejszeniem cierpkos$ci tych owocow.

Waznym czynnikiem wplywajacym na zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych byto
stanowisko uprawy. Wiecej zwigzkoéw polifenolowych zawieraty owoce roslin rosngcych na
glebie zasobniejszej w prochnice i sktadniki pokarmowe, klasy R-1Va (S1) anizeli na glebie
ubozszej w te skladniki, klasy R-V (S2). Owoce roslin uprawianych na stanowisku S2
wykazywaty okoto 50% nizsza zawarto$¢ fenoli ogdtem i antocyjandw. Jednoczes$nie w tych
owocach zawarto$¢ fenylopropanoidow byta mniejsza okoto 10%, a flawonoli 4%. Zawarto$¢
zwigzkow polifenolowych w owocach, oprocz zawartosci flawonoli, uzalezniona byta od
odmiany we wspotdziataniu ze stanowiskiem uprawy i sezonem wegetacyjnym. Wplyw
stanowiska uprawy byl na ogét najwigkszy w przypadku owocoéw odmiany Samyl i réwnie
duzy w przypadku owocow odmiany Korsor, przy czym nalezy podkresli¢, ze owoce tych
odmian wyrdzniaty si¢ duzg zawarto$cig fenoli ogodtem, antocyjandéw i fenylopropanoidow.
Stanowisko uprawy w niewielkim stopniu modyfikowato wzajemng proporcje antocyjanéw
do fenoli ogétem (A/TP) w owocach bzu czarnego. Warto podkresli¢, ze wczesniejsze
badania wskazywaty, ze odmiany bzu czarnego i formy dziko rosnace na glebie zyzniejszej
dawaty wyzszy plon i lepsza jego jakos¢.

Oceniajac z kolei wptyw odmiany na zawartos¢ zwigzkow polifenolowych w owocach
(Srednio dla lat badan i stanowisk uprawy) stwierdzono, ze owoce odmiany Samyl
charakteryzowaty si¢ najwieksza zawartoscig fenoli ogotem i antocyjanéw, natomiast owoce
odmiany Alleso najmniejsza. Zawarto$¢ flawonoli byta wigeksza w przypadku owocoéw
odmian Korsor i Samyl anizeli owocoéw odmian Alleso i Sampo. Natomiast zawartos¢
fenylopropanoidéw w owocach ocenianych odmian byta nizsza w odmianie Alleso, anizeli
W pozostatych odmianach. Dla poroéwnania mozna poda¢, ze w warunkach klimatu Danii,
wyrdzniajaca si¢ odmiang pod wzgledem zawartosci antocyjanéw w owocach byta odmiana
Sampo, natomiast najnizsza warto$¢ omawianego wskaznika mialy takze owoce odmiany

Alleso.
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Zawarto$¢ kwasu askorbinowego w owocach bzu czarnego

Kolejng cecha owocow, rozpatrywang jako efekty glowne doswiadczenia, byla
zawarto$¢ kwasu askorbinowego. Najwigkszg zawartos$cig kwasu askorbinowego odznaczaly
si¢ owoce w pierwszym roku do$wiadczenia, istotnie mniejsza - w ostatnim, a najmniejszg -
pochodzace z drugiego roku badan. Wplyw na zawarto$¢ kwasu askorbinowego w owocach
bzu czarnego miaty warunki atmosferyczne. W chtodniejszym roku 2004, zawarto$¢ kwasu
askorbinowego w owocach byta najwigksza a najmniejsza w pozostatych cieplejszych latach.
Wysoka temperatura i duze nastonecznienie W latach 2005-2006 wptywaty korzystnie na
dojrzewanie i wybarwianie si¢ owocOw, natomiast nie sprzyjaly powstawaniu kwasu
askorbinowego w owocach. Na ogdét wysoka temperatura i duza intensywno$¢ Swiatta
prowadzi do gromadzenia si¢ wigkszych ilosci tego zwigzku w roslinach, natomiast wysoka
temperatura w okresie poprzedzajacym zbidr owocOw moze ogranicza¢ gromadzenie si¢
witaminy C w owocach. Dokladne wyjasnienie przyczyn gromadzenia si¢ kwasu
askorbinowego w owocach bzu czarnego wymaga przeprowadzenia doktadniejszych badan
z uwzglednieniem wielu czynnikow.

Owoce pochodzace ze stanowiska 0 glebie klasy R-V (S2) wykazywaly istotnie
wyzszg zawarto$¢ kwasu askorbinowego niz owoce ze stanowiska 0 glebie klasy R-1Va (S1),
mimo, ze wplyw stanowiska uprawy (oceniany $rednio dla sezonow badan i odmian) byt
relatywnie matly. Stanowisko uprawy w niewielkim stopniu modyfikowato zawartos¢ kwasu
askorbinowego w owocach bzu czarnego.

Oceniajac wptyw odmiany na zawarto$¢ kwasu askorbinowego ($rednio dla lat badan
i stanowisk uprawy) stwierdzono, ze najwicksza zawartoscig tego zwigzku wyrdzniaty sie
owoce odmiany Alleso, istotnie mniejszg - owoce Sampo, za$ istotnie najmniejszg - owoce
Korsor i Samyl. Owoce odmiany Alleso charakteryzowaty si¢ najwieksza zawarto$cig kwasu
askorbinowego i najmniejsza zawartoscia zwigzkéw polifenolowych. Natomiast owoce
odmian Samyl i Korsor wyroznialy si¢ duzg zawartoScig zwigzkow polifenolowych a mata
kwasu askorbinowego.

Zawarto$¢ kwasu askorbinowego w owocach zalezy od takich czynnikow jak:
gatunek, odmiana i stopien dojrzatosci owocdw, warunki klimatyczne, nawozenie, metody

uprawy, warunki przechowywania i metody przetwarzania owocow.



Dokumentacja do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego — Autoreferat dr Barbara Pliszka

Zawartos$¢ skladnikéw mineralnych w owocach bzu czarnego

Efekty gtéwne czynnikow doswiadczenia wykazaty, ze zawarto§¢ wapnia, magnezu
i cynku w owocach bzu czarnego zalezala w sposob istotny zarowno od lat badan, jak
i stanowiska uprawy oraz odmiany. Zawartos¢ tych sktadnikow w owocach byta
zroznicowana w latach badan. Ogolnie, duzg zawarto$¢ wapnia i magnezu w owocach
stwierdzono w roku 2004, a w kolejnych latach 2005 i 2006 zawarto$¢ wapnia byta niska,
natomiast zawarto$¢ magnezu byta najwyzsza w roku 2006. Zawarto$¢ cynku byta wigksza
w owocach zebranych w roku 2005 niz w pozostatych latach. Zawarto$¢ zelaza stwierdzono
tylko w 2005 roku w owocach roslin rosngcych na glebie zyzniejszej, klasy R-IVa (S1).
W pozostatych latach badan zawarto$¢ Fe w owocach byta ponizej czutosci aparatury
Stanowisko uprawy miato istotny wplyw na kumulowanie si¢ sktadnikéw mineralnych
w owocach bzu czarnego. Zawarto$¢ tych sktadnikow byla istotnie wigksza w owocach roslin
rosnacych na glebie zasobniejszej w sktadniki pokarmowe, klasy R-IVa (S1), anizeli na glebie
mniej zasobnej, klasy R-V (S2). Zawarto$¢ cynku byla nizsza o okoto 60% w owocach roslin
uprawianych na stanowisku S2 anizeli w owocach pochodzacych ze stanowiska Sl1.
Jednoczesnie byla mniejsza zawarto$¢ wapnia 0 okoto 30% i magnezu o okoto 20%
w owocach zebranych ze stanowiska S2. Zawartos¢ sktadnikow mineralnych (Ca, Mg, Zn)
w owocach byta wynikiem wspoétdziatania odmiany z sezonem badan i stanowiskiem uprawy
ro$lin. Najwigkszy wplyw stanowiska uprawy stwierdzono w przypadku owocoéw odmiany
Samyl - o duzej zawarto$ci wapnia, oraz owocow odmiany Alleso - o duzej zawartosci cynku.
Zbadano wplyw odmiany na zawarto$¢ wapnia, magnezu i cynku w owocach bzu
czarnego (Srednio dla dwodch pozostatych czynnikoéw doswiadczenia). W owocach odmiany
Samyl stwierdzono najwigksza zawarto$¢ wapnia i magnezu, a najmniejszg cynku. Ogolnie
duza zawarto$cig cynku a mala wapnia i magnezu charakteryzowaly si¢ owoce odmiany
Alleso. Natomiast wyniki uzyskane w 2005 roku podczas oznaczania zawarto$ci zelaza
wskazuja, ze najwiecej tego skladnika bylo w owocach odmiany Alleso a najmniej
w owocach odmiany Samyl (wskaznik ten byt ponizej czutosci aparatury pomiarowe;j).
Zawartos$¢ sktadnikow mineralnych nie jest liniowo zalezna od ich zawartosci w glebie
ale jest wynikiem wzajemnych oddziatywan wielu czynnikéw $rodowiska, np. pH gleby,

zawarto$ci sktadnikow pokarmowych, warunkéw atmosferycznych, a takze genotypu.
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Wiasciwosci przeciwutleniajace owocow bzu czarnego

Analizowano wplyw lat na aktywnos$¢ antyoksydacyjnag owocoéw bzu czarnego
oznaczang metoda ABTS ($rednio dla dwoch pozostalych czynnikow doswiadczenia).
Stwierdzono, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna owocow oznaczona metoda ABTS byta
najwicksza w 2006 roku, a najmniejsza w 2004, podobnie tez ksztaltowala si¢ zawartos$¢
fenoli ogotem w owocach. Wlasciwosci przeciwutleniajace owocéw maja bezposredni
zwigzek z zawartos$cig fenoli ogdlem i antocyjandw w owocach jagodowych. Ogolnie mozna
stwierdzi¢, ze owoce z duzg zawartoscig zwigzkow polifenolowych dziataja jako silne
antyoksydanty.

Owoce roslin rosnagce na glebie zyzniejszej (S1) mialy wigkszg aktywnosé
antyoksydacyjng (w tescie ABTS), podobnie jak zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych, anizeli
na glebie mniej zyznej (S2). W roku badan 2005 aktywno$¢ antyoksydacyjna owocoOw
zmalata w najwigkszym stopniu pod wptywem miejsca uprawy (0k. 17%) niz w dwoch
pozostatych latach badan (ok. 8%).

Oceniono wplyw odmiany na zdolno$¢ neutralizacji wolnego rodnika ABTS®™"*
w owocach (Srednio dla lat badan i stanowisk uprawy). Odnotowano istotnie wigksza
aktywnos$¢ antyoksydacyjng owocoOw odmian Samyl 1 Korsor niz owocéw odmian Alleso
i Sampo. W dostepne;j literaturze brakuje informacji na temat aktywnosci antyoksydacyjnej
owocow ocenianych odmian.

Przy rozpatrywaniu efektow gtownych czynnikow doswiadczenia stwierdzono, ze
aktywnos$¢ antyoksydacyjna owocoOw bzu czarnego oznaczona metoda DPPH nie zalezata
W sposob istotny od lat badan, stanowiska uprawy i odmiany. Analiza statystyczna nie
wykazala interakcji badanych czynnikéw na zdolno$¢ neutralizacji wolnego rodnika DPPH®
w owocach bzu czarnego. Nalezy wiec stwierdzi¢, ze bez wzgledu na sezon wegetacji,
stanowisko uprawy i odmiang, aktywno$¢ antyoksydacyjna owocoéw bzu czarnego w tescie
DPPH ksztaltowata si¢ podobnie. Owoce badanych odmian bzu czarnego cechowaty sie
wysokg efektywno$cig ,,zmiatania” wolnych rodnikow DPPH®, w granicach od 87,3% do
88,0%.

Stabilnos$¢ antocyjanow w ekstraktach z owocow bzu czarnego

Parametrem okreslajacym stabilno$¢ antocyjanow w ekstraktach jest wskaznik
rozpadu antocyjanéow (DI). Jest on okreslany jako proporcja antocyjanow, ktore ulegty
rozpadowi, w stosunku do antocyjanow zawartych w catej probce. Zwigkszenie wartoSci

wskaznika DI 0znacza obnizenie stabilno$ci antocyjanow w badanej probce.
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Nie stwierdzono istotnych réznic w wartosci wskaznika rozpadu antocyjanow
w ekstraktach z owocow ocenianych odmian (DI wynosit 1,033). Odnotowano natomiast
istotny wzrost wartosci DI w ekstraktach z owocow przechowywanych w warunkach
chtodzenia. Srednia warto$¢ DI wzrosta z 1,033 do 1,035, co wskazuje, ze zmiany zwigzane
Z rozpadem antocyjanow w ekstraktach z owocoéw bzu czarnego byty stosunkowo mate.
Warto$¢ DI w ekstraktach z owocodw bzu czarnego byta najbardziej zblizona do wynikow
wilasnych uzyskanych w ekstraktach z aronii, borowki amerykanskiej i jagody lesnej (DI
wynosit odpowiednio 1,025, 1,033 i 1,019). Na podstawie analizy HPLC stwierdzono, ze
w grupie antocyjanéw dominujagcymi glikozydami byly: 3-sambubiozyd cyjanidyny
i 3-glukozyd cyjanidyny, ktore prawdopodobnie decydowaly o stabilnosci barwnikow
antocyjanowych. Wiekszos¢ owocoéw zawiera mieszaning kilku réznych antocyjanow,

z ktorych jeden lub dwa dominuja, decydujac o stabilnosci barwy.
Jako$¢ mikrobiologiczna ekstraktéow z owocow bzu czarnego

Podczas badania stabilnos$ci antocyjanéw w ekstraktach z owocoéw bzu czarnego
przechowywanych w warunkach chlodzenia, pojawily si¢ kolonie drobnoustrojow, dlatego
ekstrakty poddano badaniom mikrobiologicznym. Posiewy bezposrednie i po inkubacji
pozwolily stwierdzi¢ stopien zanieczyszczenia ekstraktow drobnoustrojami (bakterie, plesnie
i drozdze). Nie stwierdzono zywych form wegetatywnych bakterii (Bacillus sp.), mozna wigc
przypuszczaé, ze ekstrakty z owocoOw bzu czarnego dziataty hamujaco na rozwdj bakterii, ze
wzgledu na obecnos¢ flawonoli (pochodne kwercetyny).W ekstraktach z owocow bzu
czarnego wykryto drobnoustroje z rodzaju plesni (Penicillium sp. i Aspergillus sp.) i drozdzy
(Rhodotorula sp., Torulopsis sp., Trichosporon sp. i Saccharomyces sp.). Zarodniki
Penicillium sp. i Aspergillus sp. przenoszone sa z ruchami powietrza i stanowig najczgstsze
zanieczyszczenia wszystkich surowcdéw spozywczych, jak rdwniez materiatow, opakowan
I pomieszczen. Drozdze z rodzaju Torulopsis sp., Trichosporon sp. i Saccharomyces sp. miaty
swoje zrodto w owocach bzu czarnego, a drozdze z rodzaju Rhodotorula sp. wystepowatly
W powietrzu i ta drogg czgsto zanieczyszczaly surowce i produkty spozywcze.

Wartosci pH ekstraktow zwickszyta si¢ istotnie w czasie inkubowania w przypadku
owocow odmian Korsor i Samyl, natomiast w przypadku owocow odmian Alleso i Sampo
warto$¢ tego wskaznika byla zblizona do wartosci poczatkowej pH. Zmiany tego wskaznika
byty relatywnie mate, co moze $wiadczy¢ 0 niskim stopniu zanieczyszczenia ckstraktow
drobnoustrojami. Intensywny rozwdj drozdzy i plesni na ogét powoduje duze zmiany pH

ekstraktow z owocow.
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Ekstrakty z owocoéw bzu czarnego charakteryzowaly sie¢ duzg stabilnoscig
antocyjanow i niewielkim stopniem zanieczyszczenia drobnoustrojami. Mozna przypuszczac,
ze na wlasciwosci ekstraktow miata wptyw nie tylko obecnos$¢ zwiazkow polifenolowych ale
rowniez kwas cytrynowy uzyty do ekstrakcji tych zwigzkéw z owocoéw. Kwas cytrynowy
zwigksza stabilno$¢ antocyjanow oraz zabezpiecza przetworzone owoce i soki przed

patogenicznymi mikroorganizmami. Ponadto jest naturalnym antyoksydantem.

Korelacja miedzy zawarto$cia zwigzkéw polifenolowych, kwasu askorbinowego

a aktywnosScig antyoksydacyjna

Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych (fenoli ogoétem, antocyjanow, flawonoli
i fenylopropanoidéw) w owocach bzu czarnego byla ze soba dodatnio skorelowana.
Szczegolnie wysoce istotna byta zalezno$¢ miedzy zawartoscig fenoli ogdélem a zawartoScia
antocyjanéw (r od 0,89 do 0,90), co znalazto potwierdzenie w badaniach wielu autorow.
Wyniki zamieszczone w pracy wskazuja na istotng zalezno$¢ miedzy zawartoscia
antocyjanow a zawarto$cig flawonoli i fenylopropanoidéow (r od 0,44 do 0,58).

Wiasciwosci przeciwutleniajgce owocoéw skorelowane byly dodatnio z zawarto$cig
zwigzkow polifenolowych (w testach ABTS i DPPH). Sposrod zwigzkow polifenolowych to
glownie fenole ogodlem 1 antocyjany determinowaty aktywno$¢ antyoksydacyjna owocow
(w 67%), natomiast udziat flawonoli i fenylopropanoidéow byt o potowe mniejszy. Zaleznos¢
migdzy aktywnoscig antyoksydacyjng a zawartos$cig fenoli ogdétem 1 antocyjanow zostata
stwierdzona przez autorow wielu prac, ktorzy prowadzili badania dla owocow jagodowych.
Natomiast zalezno$§¢ miedzy wilasciwosciami przeciwutleniajagcymi a zawartoscia flawonoli
I kwasow fenolowych w owocach jagodowych jest nadal mato poznana.

W niniejszych badaniach stwierdzono ujemng korelacje miedzy zawartoscig kwasu
askorbinowego a zawartoscia zwiazkow polifenolowych i aktywnoscia antyoksydacyjna
w owocach bzu czarnego. W literaturze nie ma jednoznacznego pogladu na temat zaleznosci
miedzy zawarto$cig kwasu askorbinowego a wiasciwosciami przeciwutleniajgcymi owocow.
Za wlhasciwosci przeciwutleniajagce owocoOw odpowiedzialne sg gltownie zwigzki
polifenolowe, natomiast udzial kwasu askorbinowego w procesie antyoksydacyjnym jest
niewielki. Wlasciwosci przeciwutleniajace owocéw bzu czarnego, 0znaczane dwiema
metodami (ABTS i DPPH) byly ze sobg istotnie skorelowane (r = 0,55), co wskazuje, ze

antyoksydanty zawarte w owocach posiadaty zdolno$¢ wychwytywania wolnych rodnikow.
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Analiza korelacji i regresji miedzy zawartoscia zwigzkow polifenolowych

a zawartosScia skladnikow mineralnych

W dostepnej literaturze stosunkowo mato jest informacji na temat korelacji mi¢dzy
zawartoscig zwigzkoéw polifenolowych a zawartoscig sktadnikéw mineralnych w owocach
jagodowych. Jednak ze wzgledu na role, jaka sktadniki mineralne odgrywaja w biosyntezie
antocyjanOw oraz tworzeniu z antocyjanami (flawonoidami) zwigzkéw kompleksowych,
badanie zaleznos$ci miedzy zawartos$cig zwigzkow polifenolowych a zawartoscig sktadnikow
mineralnych wydaje si¢ uzasadnione. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazywaty na
istotng korelacje migdzy zawartoscia zwigzkow polifenolowych a zawartoscig wapnia,
magnezu i cynku w owocach bzu czarnego. Takiej prawidlowosci nie odnotowano jedynie
migdzy zawarto$cig antocyjandw a zawarto$cig magnezu i cynku. Wspotczynniki
determinacji wskazuja, ze zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w owocach bzu czarnego byta
w najwickszym stopniu uwarunkowana zawarto$cig wapnia, W mniejszym stopniu
zawartoscia magnezu, a w najmniejszym cynku. Mechanizmy wplywu sktadnikow
mineralnych na syntez¢ zwiazkéw polifenolowych w owocach sg nadal malo znane
| wymagaja dalszych badan.

Wyniki badan zawarto$ci i wilasciwosci zwigzkéw i sktadnikow bioaktywnych
w owocach bzu czarnego moga by¢ przydatne w doborze odmian i opracowaniu warunkow
technologii przetwarzania surowca, w celu uzyskiwania wartoSciowszych produktow

stosowanych w suplementacji zywnosci.

Podsumowanie

Stwierdzono, ze w grupie antocyjanéw zawartych w owocach bzu czarnego dominuja
glikozydy cyjanidyny: 3-sambubiozyd cyjanidyny, 3-glukozyd cyjanidyny, 3-sambubiozydo-
5-glukozyd cyjanidyny oraz 3,5-diglukozyd cyjanidyny. W owocach odmian Alleso i Sampo
przewaza zawarto$¢ 3-sambubiozydu cyjanidyny, a w przypadku owocéw odmiany Korsor
3-glukozydu cyjanidyny, natomiast w owocach odmiany Samyl zawarto$¢ obu glikozydoéw
cyjanidyny jest podobna. Najwicksza zawartos¢ pochodnych kwercetyny i kwasu
cynamonowego wystepuje w owocach odmiany Alleso.

Wykazano, ze Owoce bzu czarnego zawierajg wigcej zwigzkow polifenolowych
I sktadnikow mineralnych oraz maja wyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjng, gdy rosliny
uprawiane s3 na glebie zyzniejszej. Wplyw stanowiska uprawy jest na ogot wigkszy
w owocach odmian wyrdzniajacych sie duza zawartoscig zwigzkow polifenolowych

i sktadnikow mineralnych. Owoce odmiany Samyl wyrdzniaja si¢ wysoka zawartoscig
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zwigzkow polifenolowych i aktywno$cig antyoksydacyjng, natomiast owoce odmiany Alleso
maja duzg zawarto$¢ kwasu askorbinowego. Ponadto owoce odmiany Samyl charakteryzuja
si¢ rowniez wysokg zawarto$cig wapnia i magnezu a niskg cynku, natomiast owoce odmiany
Alleso majg mato wapnia i magnezu a duzo cynku.

Stwierdzono, ze antocyjany zawarte w ekstraktach z owocéw bzu czarnego cechujg si¢
duza stabilnos$cia, niezaleznie od odmiany. Duza stabilno$¢ antocyjanéw w ekstraktach oraz
maty stopien zanieczyszczenia ekstraktow drobnoustrojami zapewnia wysoka wartos¢
surowca w przetworstwie spozywczym i farmaceutycznym.

Wykazano, ze w owocach bzu czarnego aktywno$¢ antyoksydacyjna jest dodatnio
skorelowana z zawartoscig zwigzkow polifenolowych a ujemnie z zawartoscig kwasu
askorbinowego, mozna wigc przepuszczaé, ze za procesy oksydacyjno-redukcyjne w owocach
bzu czarnego odpowiedzialne sa gldwnie zwigzki polifenolowe. Zawarto$¢ fenoli ogdtem,
antocyjanow, flawonoli i fenylopropanoidéw w owocach bzu czarnego warunkowana jest

W najwigkszym stopniu zawarto$cig wapnia, CO potwierdzaja wspotczynniki determinacji.

5. Dzialalno$¢ naukowa
5.1. Glowne osiagniecia naukowe przed uzyskaniem stopnia doktora
5.1.1. Badanie biologicznych zwigzkow kompleksowych z jonami metali
przejsciowych

Po skonczeniu studiow na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu (kierunek
chemia) w roku 1984, rozpoczetam prace w Katedrze Chemii Akademii Rolniczo-
Technicznej w Olsztynie. Na poczatku pracy zawodowej w zespole dr. hab. prof. AR-T
Feliksa Karczynskiego podjetam badania dotyczace biologicznie czynnych zwigzkow
kompleksowych. Problem badawczy zostat sformutowany szeroko w nawigzaniu do nauk
rolniczych. W zwigzku ze stosowaniem dolistnego 1 doglebowego nawozenia
mikroelementami w postaci koordynacyjnych kompleksow lub chelatow podjeto problem
przyswajalnosci biosktadnikow przez ros§ling w charakterze skoordynowanego nawozu.
Praktyka rolnicza pokazata, ze nawozy stosowane w postaci koordynacyjnych kompleksoéw
prostych lub chelatow odznaczaly si¢ duza skutecznoscig. Mikroelementy wystepujace
w nawozach sg najczeséciej skompleksowane wielokleszczowym ligandem o charakterze
biostymulatora.

Zasadniczym celem badan bylo zbadanie wplywu wielokleszczowego liganda na
proces biosorpcji niektorych mikroelementéw. Stwierdzono, ze czasteczki o budowie liniowej

1 plaskiej ulegaja stabszej sorpcji fizycznej w srodowisku glebowym niz czasteczki (lub jony)
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0 budowie tetraedrycznej. Sorpcja fizyczna jest zalezna od typu hybrydyzacji w czasteczce i
wzrasta najczesciej w kierunku sp, sp®, sp® (A2.2; B2.7). Realizacje zasadniczego tematu
rozpoczelam od badan wstepnych. Jednym z nich byta synteza kompleksow aminokwaséw z
jonami Cu(ll) i Ni(ll) i badanie ich roztwarzalno$ci z racemicznymi i optycznie czynnymi o
aminokwasami (glicyna, walina, seryna). Uzyskane wyniki wskazywaty, ze roztwarzalno$¢
badanych kompleksow w roztworach wodnych zalezata od rodzaju i konfiguracji dodanego
aminokwasu (AZ2.1). Badania przedstawione w pracach (Al.1l; B2.6) dotyczyly rozdziatu
mieszanin izomerow o i p kompleksow aminokwasoéw z jonami Co(Il) metodg chromatografii
cienkowarstwowej oraz diastereoizomerycznych di- i tripeptydow poprzez ekstrakcje ich
kompleksow z jonami Cu(Il). Wyniki przedstawiajace wiasciwosci kompleksotworcze
mocznika i jego pochodnych z jonami Cr(Ill) zamieszczono w materiatach konferencyjnych
(A2.3).

5.2. Rozprawa doktorska

W kolejnym etapie mojej pracy naukowej zainicjowatam badania dotyczace ustalenia
warunkow wymiany miedzy jonami magnezu w strukturze chlorofilu a jonami metali
przejsciowych: Cu(Il), Co(II), Ni(ll), Fe(Il). Chlorofil otrzymatam przez ekstrakcj¢ zielonych
lisci wybranych roslin. Badania wykazaty, ze w $rodowisku kwasnym (pH=2) nastepuje
czgsciowe usuniecie jondw magnezu z uktadu porfirynowego, a do atomow azotu przylaczaja
si¢ jony wodorowe, co powoduje powstanie nowej struktury czasteczkowej zwigzku.
Tworzenie si¢ kompleksow jonéw metali z pochodng chlorofilu zalezy od stgzenia chlorofilu,
stosunku molowego chlorofilu do jondéw metali i pH roztworu. Najwigksze wihasciwosci
kompleksotworcze w stosunku do pochodnej chlorofilu wykazywaty jony Cu(Il). Uzyskane
wyniki mogg mie¢ znaczenie w zwigzku ze stosowaniem w procesie dolistnego dokarmiania
roslin syntetycznych nawozdéw zawierajacych mikroelementy w postaci chelatow, ktore
stosunkowo szybko przenikaja przez tkanki roslin i wplywaja w zréznicowany sposob na
procesy zachodzace w zielonych cze$ciach lisci. Wyniki przeprowadzonych badan stanowity
podstawe mojej rozprawy doktorskiej i zostaly opublikowane w artykutach (Al.2; Al.3;
A2.4; B2.)5).

Dane literaturowe i wstgpne badania doswiadczalne prowadzone w latach 1985-1995
potwierdzity konieczno$¢ kontynuowania dalszych badan w wybranym kierunku, szczegélnie
uwzgledniajac wplyw struktury na proces tworzenia si¢ ztozonych zwigzkow kompleksowych
z elementami skladowymi roslin i przyswajalno$¢ niektoérych mikroelementéw. Podjetam

starania o finansowanie w KBN projektu badawczego pt. ,,Badanie sktadu i struktury
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biologicznych i rolniczych zwigzkéw chelatowych”. Jednak nie uzyskatam odpowiednich

funduszy na ten cel i temat zostat zakonczony w roku 1995.

5.3. Dzialalnos¢ naukowa po osiagnieciu stopnia doktora

5.3.1. Badanie zwigzkow kompleksowych antocyjanéw z jonami Cu(II)

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych nadal pracowatam w Katedrze Chemii
AR-T, realizujac swoje zainteresowania naukowe dotyczace zwigzkow biologicznie
aktywnych wystepujacych w roslinach. Powrodcitam do tematu naturalnych zwigzkow
kompleksowych podczas badania wiasciwo$ci barwnikow antocyjanowych. Antocyjany,
podobnie jak porfiryny, zawieraja grupy funkcyjne zdolne do koordynacji jonu metalu. Ze
wzgledu na zdolnosci kompleksotworcze, antocyjany moga stanowi¢ pewnego rodzaju
biokatalizatory lub mogg by¢ swoistymi nosnikami metali w ré6znych procesach i1 ukltadach
biologicznych. Fakt ten nabiera szczegdlnego znaczenia, jeS§li rozpatrywaé zjawisko
chelatowania metali w aspekcie pierwiastkéw toksycznych.

W opublikowanych pracach (B1.9; B2.15; B2.19) przedstawitam wyniki badan
dotyczace oddzialywania jonow Cu(Il) ze zwigzkami antocyjanowymi zawartymi
w ekstraktach z owocow aronii i w uktadzie modelowym z 3-glukozydem cyjanidyny.
Z badan wynikato, ze antocyjany (w tym 3-glukozyd cyjanidyny) w odpowiednich warunkach
fizykochemicznych tworzg kompleksy z jonami Cu(II). Ekstrakty z owocow aronii moga by¢
,hos$nikami” jonéw Cu(Il) w srodowisku naturalnym.

Badania prowadzone przez autoréw wielu prac donosity, ze 3-glukozyd cyjanidyny,
ktory jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych antocyjanow wystepujacych w wielu
roslinach, jest absorbowany w formie niezmienionej przez organizm ludzki. Najwigksza
przyswajalno$¢ antocyjanéw zachodzi w jelicie cienkim (pH 7.4), cho¢ antocyjany w tym
srodowisku ulegaja szybko przemianie pod wptywem bakterii. Przyswajalno$¢ antocyjanow
moze by¢ zmniejszona w organizmie czlowieka w wyniku nagromadzenia si¢ jonéw metali
podczas skazenia Srodowiska. Utlenianie zwigzkéw antocyjanowych przez jony metali
odbywa sie¢ juz na etapie produkcji i przechowywania zywnos$ci, dlatego jest to wazny
problem zar6wno w aspekcie technologicznym jak i medycznym, ktoéry postanowitam podjaé
w swoich badaniach.

Zbadalam stechiometri¢ 1 kinetyke tworzenia si¢ zwigzkow kompleksowych
3-glukozydu cyjanidyny z jonami Cu(ll) przy wspotpracy z Katedrg Fizyki i Biofizyki UWM.
Wyniki badan wskazywaly, ze w czasie przebiegu catego procesu wigzania jonéw Cu(Il) do

czasteczki 3-glukozydu cyjanidyny zachodza procesy ,,szybkie” i ,,wolne” (z r6znymi statymi
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szybko$ci reakcji pierwszego rzedu). W procesie ,,szybkim” nastepuje bardzo szybkie
przylaczenie jonu Cu(Il), po czym zachodza wolniejsze zmiany strukturalne w czasteczce
tego zwigzku, prawdopodobnie jest to reakcja otwierania pierScienia C w czasteczce
3-glukozydu cyjanidyny. Po obu tych przemianach w procesach ,,szybkich” zachodzi
nastepny duzo wolniejszy proces zwigzany prawdopodobnie z utlenianiem lub degradacja
3-glukozydu cyjanidyny (kinetyka ,wolna”). Przeprowadzone badania zaowocowatly

powstaniem publikacji z wysokim Impact Factor i duzg liczba cytowan (B1.19).

5.3.2. Analiza zwiazkow polifenolowych w ekstraktach roslinnych za pomocag
spektroskopii  absorpcyjnej,  fluorescencyjnej i wysokosprawnej

chromatografii cieczowej

W zespole Katedry Chemii oraz Katedry Fizyki i Biofizyki UWM zostata podjeta
proba zastosowania fluorescencji, jako metody uzupetniajacej spektroskopi¢ absorpcyjng
W analityce antocyjanow w ekstraktach roslinnych.

Zjawisko fluorescencji jest coraz czgsciej] wykorzystywane w badaniach whasciwosci
materiatu roslinnego. Fluorescencje stosuje si¢ zarowno w analityce jak i do badania
procesow biochemicznych. Emisja §wiatla przez czasteczki, znajdujace si¢ w odpowiednich
warunkach fizykochemicznych, dostarcza bowiem szeregu bezposrednich informacji na temat
tego co si¢ dzieje w badanej probce na poziomie molekularnym. Sygnal fluorescencyjny
informuje nie tylko o wlasciwosciach badanych czasteczek ale rowniez o ich oddziatywaniu
z otoczeniem. Stad szereg wiasciwosci srodowiska, ktore nie wplywajg na wiasciwosci
czasteczek w stanie podstawowym (widma absorpcji) moze ujawni¢ si¢ w elektronowym
stanie wzbudzonym, czyli zmienia¢ fluorescencj¢ czasteczek. To znacznie zwieksza czutos¢
i selektywnos¢ metod fluorescencyjnych, w poré6wnaniu z innymi metodami
spektroskopowymi.

W dostepnej literaturze pojawiaja si¢ prace prezentujgce wyniki systematycznych
badan fluorescencji roznych grup flawonoidow. Wsrdd flawonoidow, stosunkowo silng
I specyficzng fluorescencja charakteryzuja si¢ flawonole, co wyrdznia je z grupy innych
flawonoidow. W naszym zespole postanowiliSmy zbada¢ metoda spektroskopii
fluorescencyjnej zwiazki antocyjanowe. Jako obiekt pierwszych badan wybratam ekstrakty
z kapusty czerwonej (Brassica oleracea L.). W badanym eksperymencie analizowatam
zwigzki antocyjanowe w ekstraktach z kapusty czerwonej przy réoznych warto$ciach pH (2-7).

Rezultaty badan spektralnych wskazuja, ze formy fluoryzujace antocyjanéw (lub innych
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zwigzkow zawartych w ekstraktach) zaleza od pH Srodowiska. Wiasciwy dobdr parametrow
fluorescencji pozwala wyr6zni¢ spektralnie dwa roznie fluoryzujace zwigzki antocyjanowe
przy pH=2 i trzy roznie fluoryzujace zwiazki antocyjanowe przy pH=7 (B1.5). Prowadzone
w tym temacie inne badania pozwolily wyr6zni¢ co najmniej dwa zakresy $wiecenia:
fluorescencje krotkofalowg ok. 360 nm i fluorescencje dlugofalowag ok. 450 nm (rys. 1).
Natomiast forma barwna antocyjanéw o charakterystycznym pasmie absorpcji w zakresie

widzialnym (530 nm) nie wykazywata fluorescencji (B1.4; B1.5; B2.9).
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Rys. 1. Widma fluorescencji ekstraktow z czerwonej kapusty przy wzbudzeniu swiatlem
0 r6znych dlugosciach fal: A=280 nm — krzywa 1; 300 nm — krzywa 2. 340 nm —
krzywa 3; 390 nm — krzywa 4

Byly to jedne z pierwszych badan zwigzkow antocyjanowych metodg spektroskopii
fluorescencyjnej, co zaowocowato powstaniem publikacji (B1.4) z wysokim Impact Factor
i duza liczbg cytowan oraz wygloszeniem referatow i komunikatow na konferencjach
naukowych (B.2.8, B2.9; B2.10; B2.11; B2.12; B2.17).

W kolejnych badaniach spektroskopia fluorescencyjna pozwolita oszacowaé
skuteczno$¢ zastosowanych rozpuszczalnikow w celu uzyskania ekstraktow z owocow
zawierajacych formy fluoryzujace. Zawarto$¢ form fluoryzujacych antocyjanéw lub innych
flawonoidow w ekstraktach z owocéw w nieznacznym stopniu zalezalo od pH
rozpuszczalnika uzytego do ekstrakcji (B2.16). Natomiast wyniki badan przedstawione
materiatach konferencyjnych (B2.18) wskazywaly na charakterystyczng fluorescencje

0 AN ~300nm, ktérag mozna przyporzadkowac dla 3-glukozydu cyjanidyny.

17



Dokumentacja do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego — Autoreferat dr Barbara Pliszka

Zastosowanie fluorescencji, jako metody uzupetiajgcej inne metody spektroskopowe
do badania zwigzkow antocyjanowych w ekstraktach roslinnych, okazalo si¢ uzasadnione,
dlatego postanowitam kontynuowaé dalsze, szczegélowe badania dotyczace struktury
antocyjanow. Eksperyment okazal si¢ trudny ze wzgledu na wlasciwosci antocyjandéw, ktore
sg zwigzkami nietrwalymi w $rodowisku wodnym i ulegaja odwracalnym przemianom
powodujacym istotne zmiany barwy roztworow. Przebieg tych proceséw zalezy przede
wszystkim od struktury czasteczki barwnika oraz od pH $rodowiska (rys. 2). W silnie
kwasnych roztworach o pH < 0,5 wystepuje tylko czerwony kation flawyliowy (AH").
W miar¢ wzrostu pH udzial barwnego kationu szybko maleje, a rownocze$nie ros$nie udziat
bezbarwnej pseudozasady (B-hemiacetal), co powoduje zanik czerwonej barwy roztworu.
W zakresie pH 4-6 dominujgca forma jest wigc bezbarwny B-hemiacetal, cho¢ wystepuja tez

niewielkie ilosci zasady chinoidowej A4 i A; oraz izomerycznych form chalkonu Cg i C;
(rys. 2).

OH
OH

O .
HO///’ B - hemiacetal \

el

G
A, - zasadach|n0|dowa AH" - katlonﬂawyllowy C. - cis-chalkon HO
OH
H” OH C,- trans-chalkon
OH
0. M2
|
Oglc
OH
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Rys. 2. Schemat zmian strukturalnych antocyjanéw w $§rodowisku wodnym

Badania form strukturalnych antocyjanéw wskazywaty, ze kation flawyliowy (AH")
nie fluoryzuje, natomiast bezbarwne formy cyjanidyno-3-glukozydu (B-hemiacetal, Ce i Cz
chalkon) pokazuja fluorescencje w zakresie krotkofalowym w roztworach wodnych. Podobnie

krotkofalowa fluorescencja byta obserwowana dla 3,5-diglukozydu cyjanidyny

18



Dokumentacja do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego — Autoreferat dr Barbara Pliszka

i 3,5-diglukozydu malwidyny w rozpuszczalniku binarnym. Efektem tych badan byto
wydanie publikacji (B1.12) z wysokim Impact Factor. Badania za pomocg analizy
spektroskopii absorpcyjnej i fluorescencyjnej mialy na celu poznanie wlasciwosci
biologicznych zwigzkéw antocyjanowych i1 mozliwosci ich wykorzystanie w roéznych
gateziach przemystu, rolnictwie i ochronie srodowiska.

Nawigzatam wspotprace z Katedra Biochemii Zywnosci UWM w celu identyfikacji
zwigzkow antocyjandéw rozdzielonych przy pomocy RP-HPLC. Podstawa identyfikacji byto
obliczenie wskaznikéw podobienstwa pochodnych widm UV glownych sktadnikow ekstraktu
z aronii do pochodnych widm UV wzorcow cyjanidyno-3-O-galaktozydu i cyjanidyno-3-O-
arabinozydu. Badania wykazaty, ze wbrew opiniom publikowanym w literaturze, mozliwe
jest rozréznienie widm UV zwigzkéw zawierajacych identyczny chromofor (w przypadku
badanych zwigzkéw - aglikon cyjanidyny) i rézniacych sie¢ wylacznie rodzajem reszty
glikozydowej. Analiza statystyczna wynikow wykazata, ze najtatwiej mozna zidentyfikowaé
antocyjany uzywajac trzecich pochodnych widm (B1.8). Wyniki analizy jakoSciowej
i ilosciowej zwigzkow polifenolowych w ekstraktach z owocow i warzyw badanych metoda

HPLC byly rowniez prezentowane w innych publikacjach (B1.7; B1.10; B1.20).

5.3.3. Badanie zawarto$ci zwiazkow polifenolowych i skladnikéw mineralnych
oraz aktywno$ci antyoksydacyjnej w owocach i warzywach,
Z uwzglednieniem wplywu réznych czynnikow

Zwiazki polifenolowe to naturalne substancje ro§linne zwane metabolitami wtérnymi,
ktore dzieki swojej aktywnosci biologicznej, wykorzystywane sa jako leki i substancje
dziatajace ochronnie na zdrowie, dodatki do pasz dla zwierzat oraz naturalne $srodki ochrony
roslin. Biologiczna aktywnos$¢ substancji moze zaznaczy¢ si¢ tylko wtedy, gdy surowiec
wykazuje odpowiednig ich zawarto$¢. Zawartos¢ substancji bioaktywnych w roslinie zalezy
od wielu czynnikow. W prowadzonych badaniach ocenialam zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych i sktadnikoéw mineralnych oraz aktywnos¢ antyoksydacyjng w owocach
i warzywach uwzgledniajgc takie czynniki jak: odmiana, stanowisko uprawy, termin zbioru
owocow 1 metody przetwarzania surowca.

W poszukiwaniu najlepszych zrodet zwigzkéw polifenolowych staja si¢ analizy
odmianowe w obrgbie poszczegdlnych gatunkéw. Przy wspotpracy z Katedrg Ogrodnictwa
UWM, do badan wybralam kapuste glowiasta czerwong, ktorej odmiany ro6znig si¢ migdzy
soba dlugoscig okresu wegetacji, jakoscig plonu i ogdlng wartosciag biologiczng. Badatam

zawarto$¢ zwigzkow antocyjanowych i ich aktywno$¢ antyoksydacyjna w ekstraktach z trzech
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odmian kapusty glowiastej czerwonej (Koda, Haco POL i Kissendrup SWE). Czynnikiem,
ktéry roznicowat zawarto$¢ antocyjanow i aktywnos$¢ antyoksydacyjng byta odmiana kapusty.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze kapusta odmiany Kissendrup SWE
zawierala najwigcej antocyjandw, a najmniej kapusta odmiany Koda. Antocyjany
wyodrgbnione z kapusty odmiany Haco POL wykazywaly najwigksza aktywnos¢
przeciwutleniajaca. Wskazano odmiany kapusty czerwonej przydatnej w przetwoérstwie pod
wzgledem duzej zawartosci antocyjandow i aktywnosci antyoksydacyjnej (B1.16).

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie bzem czarnym (Sambucus nigra L.).
W niedhugiej przysztoSci moze on uzupetnia¢ dotychczasowe, tradycyjne rosliny uprawiane
w ogrodnictwie. Uprawy bzu czarnego odmian szlachetnych podjeta si¢ Pani prof. Jadwiga
Wazbinska z Katedry Ogrodnictwa Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie,
z ktorg nawigzatam wspotpracg. Prowadzitam badania zawartosci zwiazkow polifenolowych
i ich aktywno$ci antyoksydacyjnej w owocach odmian bzu czarnego (Alleso, Korsor, Sampo
i Samyl) oraz ekosystemach dziko rosnagcych. Uzyskane wyniki wskazywaty, ze najwicksza
zawartoscig antocyjandw odznaczaly si¢ owoce odmiany Samyl, a najmniejszg owoce
odmiany Alleso, natomiast zawarto$¢ fenoli ogétem byta podobna w owocach czterech
odmian bzu czarnego. Owoce form dziko rosngcych odznaczaly si¢ mniejszg zawarto$ciag
antocyjanéw, w porownaniu do pozostaltych odmian hodowlanych. Ekstrakty otrzymane
Z owocow poszczegdlnych odmian i1 form dziko rosngcych wykazywaty duzg aktywno$¢
antyoksydacyjna (B1.10).

W kolejnych badaniach dotyczacych bzu czarnego oceniatam zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych i makroelementow oraz aktywno$¢ antyoksydacyjng w owocach bzu czarnego
form dziko rosnacych na dwoch roznych stanowiskach uprawy. Eksperyment wykazat, ze
owoce bzu czarnego form dziko rosngcych na stanowisku o glebie zZyzniejszej
charakteryzowaty si¢ wigkszg zawarto$cig zwigzkow polifenolowych 1 makroelementéw oraz
wigksza aktywnoscig antyoksydacyjng anizeli owoce ro$lin uprawianych na stanowisku
0 glebie mniej zyznej (B1.11; B1.17; B2.20; B2.25). Matlo jest badan odnosnie ekotypow
form dziko rosnacych na terenach nie skazonych, jakim jest wojewddztwo warminsko-
mazurskie. Przeprowadzone badania wykazaly, ze krzewy z tego terenu uprawiane na glebie
zasobniejszej] w skladniki pokarmowe 1 prochnice mialy nie tylko duzg zawarto$¢
makroelementow w owocach ale réwniez wigcej baldachogron 1 liczbe owocow
W baldachogronie, wigkszy plon 1 mas¢ owocoOw. Opracowania te zawierajg charakterystyke
najcenniejszych form dziko rosnacych na terenie Pojezierza Warminsko-Mazurskiego.

Badania nad wyselekcjonowanymi ekotypami bzu czarnego form dziko rosnacych zostaty
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opublikowane w oryginalnych pracach (B1.13; B1.14) oraz przedstawione w formie posterow
na konferencjach naukowych (B1.22; B1.24).

Wyniki zaprezentowane w pracach (B1.15; B1.21; B2.23) donosily, ze najwigksza
zawartoscig zwiazkow polifenolowych charakteryzowaly si¢ owoce golterii rozestanej
i morwy czarnej zbierane w okresie peinej ich dojrzatosci. Niezaleznie od terminu zbioru,
ekstrakty otrzymane z tych owocow charakteryzowaty si¢ duza zdolno$cig antyoksydacyjng.
Ponadto w ekstraktach z owocow golterii rozestanej zawarto$¢ takich biopierwiastkow jak
Mg, Fe i Zn nie zalezata od terminu zbioru owocow.

Antocyjany a takze towarzyszace im w naturalnych surowcach sktadniki mineralne
(np. Ca, Mg, Zn, Fe) odznaczaja si¢ korzystnym oddzialywaniem na organizm cztowieka.
Antocyjany budzg duze zainteresowanie ze wzgledu na wiasciwosci przeciwutleniajace,
bakteriostatyczne 1 antykancerogenne, natomiast sktadniki mineralne sg niezbedne do
przebiegu wielu proceséw enzymatycznych i komorkowych w organizmie cztowieka. Dlatego
barwniki antocyjanowe mozna wykorzysta¢ jako dodatki do tzw. bezpiecznej zywnosci.
Kazda obrdobka technologiczna owocdéw i warzyw powoduje wytrgcenie si¢ pierwiastkow
| zmniejszenie zawarto$ci antocyjandw w materiale roslinnym. Seria publikacji (B1.6; B1.18;
B1.22; B.2.26; B2.27) przedstawia wyniki badan zawarto$ci antocyjanow i biopierwiastkow
w owocach iwarzywach w zalezno$ci od metody przetwarzania surowca. Wyniki
przedstawione w pracy (B1.18) wskazywaly, ze zawarto$¢ biopierwiastkow, jak
i antocyjandw w ekstraktach z owocow jagodowych, zalezaty od pH rozpuszczalnika uzytego
do ekstrakcji. Analizowane ekstrakty z aronii, czarnej porzeczki i truskawki zawieraly
znaczne ilosci Ca, Mg i Zn, moga wigc stanowi¢ tzw. no$niki tych biopierwiastkow.
W badaniach wskazano gatunki owocow z duzg zawartoscig antocyjanéw 1 biopierwiastkow
(aronia) niezaleznie od metody ekstrakcji. Na podstawie wynikow przedstawionych w
publikacji (B1.22) mozna stwierdzié, ze zawarto$¢ Ca i Zn W kapuscie czerwonej zalezata od
metody przygotowania materiatu roslinnego do badan, natomiast zawartos¢ Mg i Fe zalezata
od odmiany kapusty. Niezaleznie od metody przygotowania materiatu roslinnego
(homogenizacja i ekstrakcja), odmiany kapusty czerwonej Kissendrup SWE i Koda
charakteryzowaly si¢ najwigksza zawartosciag Ca, Mg, Zn i Fe, natomiast odmiana Haco POL
zawierala najmniejszg zawarto$¢ tych pierwiastkow. Wyniki opublikowane w oryginalnych
pracach (B1.7; B1.10; B1.20) podkreslaly korzystny wplyw kwasu cytrynowego,
zastosowanego do ekstrakcji, na zawarto$¢ zwigzkéw antocyjanowych i ich aktywno$¢

antyoksydacyjng w ekstraktach z owocow i warzyw.
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5.3.4. Analiza stabilno$ci antocyjanéw w ekstraktach i jakoSci mikrobiologicznej

ekstraktow roslinnych

Pozostajac w temacie zwigzkéw polifenolowych wystepujacych w  ros$linach,
zainicjowalam badania dotyczace stabilnosci antocyjanow W ekstraktach oraz jakosci
mikrobiologicznej ekstraktow roslinnych. Stabilno$¢ antocyjanéw zalezy od budowy
czasteczki (glikozydacja, grupy hydroksylowe i metoksylowe w czasteczce aglikonu,
acylowanie kwasami organicznymi). Na stabilno$¢ antocyjanéw wplywaja takze czynniki
srodowiska (pH, cukry, enzymy, stezenie antocyjandw, kopigmenty, kwas askorbinowy, jony
metali) oraz warunki zewngtrzne (temperatura, §wiatto, dostep tlenu). Antocyjany acylowane
kwasami organicznymi wykazujg duzo wigkszg stabilno$¢ i nadajg trwaty kolor produktom
zywnosciowym niz antocyjany nieacylowane. Acylacja antocyjanow prowadzi nie tylko do
wzrostu ich stabilno$ci, ale i aktywnosci antyoksydacyjnej. Warzywem bogatym w
antocyjany acylowane jest kapusta czerwona. W prowadzonych badaniach analizowatam
sktad ilo$ciowy zwigzkow antocyjanowych, ich stabilno$¢ i wlasciwosci przeciwutleniajace
w ekstraktach z kapusty czerwonej réoznych odmian. Eksperyment wykazal, Zze stabilnos¢
i aktywno$¢ antyoksydacyjna antocyjanéw w ekstraktach z kapusty czerwonej zalezata od
odmiany kapusty. Najwigksza stabilnoscia 1 aktywnoscia antyoksydacyjng charakteryzowaty
si¢ ekstrakty z kapusty odmiany Haco POL, a najmniejszg ekstrakty z odmiany Koda. Wsrod
zbadanych trzech odmian kapusty czerwonej odmiana Haco POL byta najlepszym Zrodtem
antocyjanow acylowanych. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w czasopismie
z wysokim Impact Factor i liczbg cytowan (B1.20).

Zwiazki polifenolowe zawarte w owocach 1 warzywach wykazuja nie tylko
wiasciwos$ci przeciwutleniajace ale rowniez wlasciwosci antymikrobiologiczne. Zwigzki te sg
zdolne hamowa¢ wzrost takich mikroorganizméw jak bakterie, ple$nie i pierwotniaki
w produktach roslinnych. Zwiazki z grupy flawonoli, np. kwercetyna, naringenina oraz
flawony w najwiekszym stopniu hamuja rozwdj bakterii (m. in. Bacillus sp.). Antybakteryjne
wlasciwosci  zwiazkow  polifenolowych w ekstraktach roslinnych zaleza od typu
mikroorganizmow. W prowadzonych badaniach analizowatam stabilno$¢ antocyjanow
w ekstraktach, jakos¢ mikrobiologiczng i aktywno$¢ antyoksydacyjng ekstraktow z owocow
jagodowych: aronii, jagody lesnej i borowki amerykanskiej. Najwigksza stabilnoscig
antocyjanow, a takze najwigksza proporcja antocyjanow do fenoli ogétem charakteryzowaty
si¢ ekstrakty z jagody lesnej a najmniejsza z borowki amerykanskiej. Stabilno$¢ antocyjandow

zmniejszata si¢ podczas przechowywania ekstraktow w warunkach chtodzenia i mrozenia.
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W ekstraktach z owocow jagodowych nie stwierdzono obecnosci bakterii natomiast wykryto

niewielkie zanieczyszczenia drobnoustrojami typu drozdze i plesnie (B1.25).

5.3.5. Badanie koagulacji i oczyszczania Sciekéw

Oprécz glownego nurtu badan zwigzkéw biologicznie aktywnych wystepujacych
W roslinach, witaczylam si¢ w prace Katedry Chemii nad zagadnieniami zwigzanymi
Z badaniem wplywu polimeréw organicznych na agregacje czgstek w procesie koagulacji/
flokulacji sciekow 1 uktadow modelowych za pomoca nieorganicznych koagulantow
polimerycznych typu PAC oraz Aly(SOy)s. Efektem tych badan byto powstanie dwoch
oryginalnych publikacji (B1.23; B1.24). W roku 2013 oczekuja do druku kolejne publikacje
(B1.26; B1.27).

Bortar Fioka
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