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Dane osobowe.
Imi¢ i Nazwisko:  Wiestaw Wiczkowski

Miejsce pracy: Zaklad Chemii i Biodynamiki ZywnoSci
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polska Akademii Nauk w Olsztynie
Olsztyn, ul. Tuwima 10

10-748 Olsztyn
tel. +48 89 523 46 04, fax. +48 89 524 01 24

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytutu rozprawy doktorskie;.

Dyplom doktora nauk rolniczych w zakresie technologii zywnosci i zywienia, chemii
zywnosci i zywienia cztowieka uzyskany na Wydziale Nauki o Zywnosci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (11.05.2005).

Temat pracy doktorskiej: ,,Porownanie biodostepnosci kwercetyny i jej glukozydow z
cebuli oraz okreslenie wptywu ich spozycia na stabilno$¢ oksydacyjng estrow cholesterolu
osocza krwi konsumenta”.

Promotor: Prof. dr hab. Mariusz Piskuta

Dyplom magistra inzyniera rolnictwa w zakresie ochrona roslin uzyskany na Wydziale
Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
(11.05.2000).

Temat pracy magisterskiej: ,,Produktywnos¢ rzepaku jarego, warto$¢ technologiczna nasion

1 ich produktéw w aspekcie stosowanych srodkéw ochrony roslin”.
Promotor: Prof. dr hab. Danuta Murawa.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.
01.01.2010 — obecnie

Odpowiedzialny za funkcjonowanie Pracowni Metabolomiki w Instytucie Rozrodu Zwierzat
i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

01.12.2005 — obecnie

Adiunkt w Zakladzie Chemii i Biodynamiki Zywnoéci (wczeéniej Zaktad Podstaw
Technologii Zywnosci) Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii
Nauk w Olsztynie.

14.01.2005 — 30.11.2005
Technolog w Zaktadzie Podstaw Technologii Zywnoéci Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.




IV. Osiagnigcie naukowe proponowane, jako podstawa do wszczgcia postgpowania
habilitacyjnego zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.).

1) Tytut osiggniecia naukowego, jego syntetyczny opis oraz wnioski.

» Charakterystyka struktury chemicznej, profilu, aktywnosci przeciwutleniajgcej oraz
biodostepnosci i przemian metabolicznych antocyjanow kapusty czerwonej”

Osiaggni¢ciem naukowym jest znaczace poszerzenie wiedzy o sktadnikach ksztattujacych
naturalne zabarwienie i wtasciwosci przeciwutleniajace produktéw roslinnych a takze 0
przemianach jakim te skladniki podlegaja w organizmach ludzi po spozyciu,
udokumentowane na przyktadzie badan nad antocyjanami Kkapusty czerwonej z
wykorzystaniem najnowszych metod analitycznych oraz technik in vitro i badan in vivo, w
ktoérych wykazano, m.in., ze:

e podstawowq strukturg antocyjanow kapust czerwonych jest 3-diglukozyd-5-glukozyd
cyjanidyny, ktorego reszty cukrowe mogg by¢ nieacylowane oraz monoacylowane i
diacylowane kwasami fenolowymi: ferulowym, synapinowym, kawowym i p-kumarowym;

e antocyjany kapust czerwonych wykazujq wysokq aktywnosé przeciwutleniajgcq, zalezng
od rodzaju podstawnika acylowego przylgczonego do czgsteczki 3-diglukozydu-5-
glukozydu cyjanidyny, ponadto rodzaj podstawnika acylowego wplywa réwniez na
stabilnos¢ tych antocyjanow w trakcie stosowanych procesow technologicznych;

e profil i zawartos¢ antocyjanow w kapustach czerwonych oraz w uzyskanych produktach
spozywezych (kapuscie duszonej i fermentowanej) zalezy od odmiany kapusty, przebiegu i
diugosci  okresu wegetacji i przechowywania oraz zastosowanych procesow
technologicznych;

® pojemnos¢  przeciwutleniajgca  kapusty czerwonej oraz uzyskanych produktach
spozywezych (kapusty duszonej i fermentowanej) zalezy od odmiany kapusty, przebiegu i
dlugosci okresu wegetacji i przechowywania, zastosowanych proceséw technologicznych
oraz jest skorelowana z zawartoscig antocyjanow w kapuscie czerwonej;

e antocyjany sq wchianiane po spozyciu Swiezej i fermentowanej kapusty czerwonej co
potwierdzono zidentyfikowaniem w osoczu krwi i moczu ochotnikow 18 natywnych form
antocyjanow i 12 metabolitow tych zwigzkow (glukuronowanych, metylowanych,
siarczanowanych i kombinowanych pochodnych cyjanidyny), przy czym metylowane formy
cyjanidyny sq dominujgcymi pochodnymi wsrod zidentyfikowanych metabolitow;

e proces fermentacji kapusty czerwonej wplywa na biodostepnosé antocyjanow, przy czym
matryca pokarmowa i wysycenie mechanizmu absorpcji sq glownymi czynnikami
decydujgcymi o przebiegu procesu wchlaniania antocyjanow a rozmiar czgsteczki i
powinowactwo do wody antocyjanéw wplywajq na akumulacje tych zwigzkéw w moczu po
spozyciu kapusty czerwonej;

e na catkowitq pojemnos¢ przeciwutleniajgcq osocza krwi ochotnikow po spozyciu kapusty
czerwonej wplywa matryca spozytej kapusty, ktora determinuje steZenie pochodnych
cyjanidyny — silnych zwigzkow przeciwutleniajgcych — w osoczu krwi ochotnikow po
spozyciu kapusty.



2) Wykaz prac dokumentujacy osiggniecie naukowe.

Osiagniecie naukowe jest zawarte w ponizszym cyklu czterech publikacji naukowych
powigzanych tematycznie:

W1. Wiczkowski W., Szawara-Nowak D., Topolska J. Red cabbage anthocyanins: profile,
isolation, identification, and antioxidant activity. Food Research International, 2013,
51, 303-309. IF = 3,050. 40 pkt. MNiSW. Cytowania: 16.

MJoj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu hipotez i Koncepcji badan, wiodgcym udziale w
wykonaniu doswiadczen i oznaczen, analizie, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz napisaniu i redakcji
manuskryptu. Jestem pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym w/w pracy. Mdj udzial procentowy
szacuje na 90%.

W2. Wiczkowski W., Topolska J., Honke J. Anthocyanins profile and antioxidant capacity
of red cabbages are influenced by genotype and vegetation period. Journal of
Functional Foods, 2014, 7, 201-211. IF = 3,574. 45 pkt. MNiSW. Cytowania: 5.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu hipotez i koncepcji badan, wiodgcym udziale w
wykonaniu doswiadczen i oznaczen, analizie, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz napisaniu i redakcji
manuskryptu. Jestem pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym w/w pracy. Mdj udzial procentowy
szacuje na 90%.

W3. Wiczkowski W., Szawara-Nowak D., Topolska J. Changes in the content and
composition of anthocyanins in red cabbage and its antioxidant capacity during
fermentation, storage and stewing. Food Chemistry, 2015, 167, 115-123. IF = 3,391. 40
pkt. MNiSW (IF wg 2014 a pkt. MNiSW wg 2015). Cytowania: 4.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu hipotez i koncepcji badan, wiodgcym udziale w
wykonaniu doswiadczen i oznaczen, analizie, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz napisaniu i redakcji
manuskryptu. Jestem pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym w/w pracy. Mdj udzial procentowy
szacuje na 90%.

W4, Wiczkowski W., Szawara-Nowak D., Romaszko J. The impact of red cabbage
fermentation on bioavailability of anthocyanins and antioxidant capacity of human
plasma. Food Chemistry, 2016, 190, 730-740. IF = 3,391. 40 pkt. MNiSW (IF wg 2014
a pkt. MNiSW wg 2015). Cytowania: 0.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu hipotez i koncepcji badan, wiodgcym udziale w
wykonaniu doswiadczen i oznaczen, analizie, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz napisaniu i redakcji
manuskryptu. Jestem pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym w/w pracy. Mdj udzial procentowy
szacuje na 90%.

e Sumaryczny Impact Factor (IF) wg roku opublikowania w/w publikacji: 13,406;
e Suma punktow MNiSW w/w publikacji: 165;
e Suma cytowan w/w publikacji (na dzien 20.01.2016): 25 (19 bez autocytowan).

Prace dokumentujace osiagni¢cie naukowe znajduja si¢ w Zalaczniku 4 a o$wiadczenia
wspotautorow tych prac w Zatgczniku 5.



3) Omowienie celu oraz wynikow prac dokumentujgcych osiggniecie naukowe.

a) Wstep
Antocyjany sa powszechnie wystepujacymi w owocach (gléwnie w owocach

jagodowych) i niektorych warzywach naturalnymi, rozpuszczalnymi w wodzie barwnikami
odpowiedzialnymi za barwe czerwong, pomaranczowg, purpurowa oraz niebieskg i oprocz
chlorofilu, uwazane sg za jedne z najwazniejszych barwnikow roslinnych (Kong i in. 2003).
Bogatym zrodtem antocyjanow sg winogrona, jezyny, czarna jagoda, dziki bez, czarne
porzeczki, maliny, aronia, zurawina, bataty, marchew i kapusta czerwona (Wu i Prior,
2005). Podstawowg strukturg antocyjanow jest kation flawyliowy (2-fenylobenzopiryliowy,
Rysunek 1A). Do chwili obecnej sklasyfikowano 20 naturalnych antocyjanéw ale tylko 6 z
nich powszechnie wystepuje w roslinach wyzszych, tj.: pelargonidyna, cyjanidyna,
delfinidyna, peonidyna, petunidyna i malwidyna. W roslinach antocyjany wystepuja
glownie jako pochodne f-O-glikozydowe a najpowszechniej spotykanym podstawnikiem
glikozydowym jest glukoza, ale rowniez ksyloza, arabinoza, galaktoza, ramnoza, soforoza,
rutynoza i sambubioza. Glikozylacja najczesciej ma miejsce w pozycji C-3, rzadziej C-5.
Ponadto reszty glikozydowe antocyjandw moga by¢ acylowane kwasami organicznymi,
przede wszystkim fenolowymi (synapinowym, ferulowym, kawowym, p-kumarowym,
galusowym) ale réwniez alifatycznymi (bursztynowym, octowym, jablkowym, malonowym,
szczawiowym). Zatem antocyjany sa grupa naturalnych substancji charakteryzujacych sie
ztozonymi wzorami hydroksylacji, metylacji, glikozylacji i acylacji (Clifford, 2000; Wu i
Prior, 2005). Czynniki te zwigzane sg z gatunkiem rosliny tworzac jej charakterystyczny i
niepowtarzalny ,,wzor antocyjanowy”.

Antocyjany to zwigzki stosunkowo nietrwate. W §rodowisku wodnym ulegaja
odwracalnym jak 1 nie odwracalnym przemianom, powodujgc istotne zmiany barwy
roztworu. W zaleznosci od pH mogg przyjmowac¢ formy: kationu flawyliowego (barwa
czerwona), zasady chinoidowej (barwa niebieska), pseudozasady karbinolowej (bezbarwna)
lub chalkonu (barwa jasnozotta). Na stabilno$¢ antocyjanow wptywa ich budowa chemiczna
(grupy hydroksylowe i metoksylowe, glikozylacja, acylowanie), srodowisko (pH, cukry,
kwas askorbinowy, kopigmenty, enzymy) oraz warunki zewnetrzne (temperatura, $wiatto,
tlen) (Clifford, 2000). Obecno$¢ reszt glikozydowych i1 acylowych w czasteczce
antocyjanow  zwieksza ich  stabilno§¢ poprzez  odzialywania ~ wewnatrz- i
mi¢dzyczasteczkowe. Dlatego antocyjany acylowane o wysokim stopniu glikozylacji moga
wykazywac wyzszg stabilno$¢ podczas przetwarzania zywnos$ci (Bgkowska-Barczak, 2005).

Antocyjany charakteryzujg si¢ silnym dziataniem przeciwutleniajgcym, ktore wynika ze
struktury ich czasteczki (uktadu 3’°,4’-O-dihydroksylowego w pierscieniu B oraz uktadu
grupy 5-hydroksylowej w pier$cieniu A z grupa 3-hydroksylowg pierscienia C) a cyjanidyna
(Rysunek 1B) i jej pochodne naleza do najefektywniejszych antyoksydantoéw wystepujacych
w produktach zywnos$ciowych (Rice-Evans i in. 1996; Aby i in. 2004). Dlatego nawet
niewielkie poziomy tych substancji w organizmie ludzi i zwierzat moga by¢ dla ich
kondycji bardzo istotne. Antocyjany jako powszechny sktadnik wielu produktow
zywnosciowych pochodzenia roslinnego sg spozywane w duzych ilosciach, dlatego moga
by¢ istotne dla cztowieka z fizjologicznego punku widzenia (Wu i Prior, 2005; Wu i in.
2006).
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Rysunek 1. Struktura kationu flawyliowego (A), cyjanidyny (B) i 3-diglukozydu-5-
glukozydu cyjanidyny (C).

Dotychczasowe badania wskazuja na ogromne znaczenie antocyjanéw jako sktadnikow
zywnosci o wilasciwosciach prozdrowotnych. Wynika to 2z szeregu aktywnos$ci
biologicznych tych zwiazkéw, z ktérych jednymi z najwazniejszych sa wiasciwosci
przeciwzapalne,  antynowotworowe,  kardioprotekcyjne,  poprawiajagce  widzenie,
przeciwcukrzycowe i przeciwneurodegeneracyjne (Zafra-Stone i in. 2007; De Pascual-
Teresa i Sanchez-Ballesta, 2008). Mechanizmy dziatania antocyjanéw zwigzane z tymi
wlasciwo$ciami nie sg do konca poznane. Uwaza si¢, ze oprocz bezposredniego udziatu w
reakcjach redox antocyjany moga rowniez indukowaé enzymy przeciwutleniajace i
detoksyfikujace jak i pobudzaé synteze endogennych zwiazkéw przeciwutleniajacych
(Young, 1999; Shimoi, 2000, 2001). Ponadto, nawet po spozyciu wysokich dawek
antocyjanow obecnych w zywnos$ci nie zaobserwowano dziatania toksycznego,
teratogennego i mutagennego tych substancji (Clifford, 2000). Stad tez diety z udziatlem
zywno$ci bogatej w antocyjany sa coraz bardziej doceniane przez konsumentow
zainteresowanych funkcja prozdrowotna zywno$ci. Ponadto, duze zainteresowanie
antocyjanami wynika z odrzucenia przez konsumentéw sztucznych barwnikow co powoduje
wzrost zainteresowania przemystu spozywczego naturalnymi barwnikami do ktdrych
zaliczane sg antocyjany (Azeredo, 2009). Tak jak wcze$niej wspomniano, antocyjany sa
zrodlem intensywnych kolorow dlatego w wielu sytuacjach podnosza walory estetyczne
spozywanej Zywnosci.

Spozywanie zywnoS$ci zasobnej w substancje bioaktywne nie jest jednoznaczne z ich
dobrg biodostepnoscia, a tym samym potencjalnie ochronnym dziataniem wewnatrz ustroju
konsumenta, dlatego z zywieniowego/zdrowotnego punktu widzenia niezbgdne jest
okreslenie biodostgpnosci tych substancji, ktéra umozliwia okreslenie ilosciowej ekspozycji
organizmu na podang substancje. Dotychczasowe badania wskazuja, ze antocyjany obecne
w zywnosci sg absorbowane przez organizmy zwierzat oraz ludzi i wystepuja w ptynach
ustrojowych w postaci natywnych zwigzkéw i koniugowanych pochodnych (Fernandes i in.
2014). Ponadto badania Vitaglione i in. (2007) dowodza, ze po spozyciu antocyjanow
pomaranczy Czerwonej oprocz natywnych zwigzkéw oraz ich metylowanych,
glukuronowanych i siarczanowanych pochodnych w organizmie ludzi w wyniku
zachodzacych procesow powstaje kwas protokatechowy (kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy).

Owoce 1 warzywa powinny by¢ spozywane w ciaggu catego roku, najlepiej w stanie
swiezym. Niestety, w polskich warunkach wigkszo$¢ z nich wystepuje sezonowo, a tylko
niektore, takie jak: jabtka, warzywa cebulowe, korzeniowe 1 kapustne mozna
przechowywa¢, a tym samym spozywaé Ww postaci nieprzetworzonej lub mato-
przetworzonej jeszcze przez kilka miesi¢cy po zbiorze. Jednym z powszechnych i czesto
spozywanych warzyw w Polsce, ktore jest dostepne w stanie §wiezym przez caly rok jest
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kapusta czerwona. Posiada ona wysokg warto$¢ dietetyczng oraz profilaktyczng w stosunku
do wielu choréb dzigki temu, ze jest zasobna w zwigzki mineralne, witaminy,
oligosacharydy i szereg substancji bioaktywnych na czele z antocyjanami (Kong i in. 2003;
Lila, 2004; Ghosh, 2005; Podsgdek, 2007). Oprocz szeregu waloréw dietetycznych kapusta
czerwona jest ceniona przez konsumentow rowniez ze wzgledu na swoje walory smakowe.
Dotychczasowe badania wskazujg rowniez, ze kapusta czerwona posiada bardzo wysoka
pojemno$¢ przeciwutleniajaca, ktoéra wynika z zasobnoS$ci tego warzywa w wiele substanciji
biologicznie aktywnych, mi¢dzy innymi antocyjanow (Wu i in. 2004; Hassimotto i in.
2005).

Biologiczny los fitozwiazkow w organizmach ludzi i zwierzat jest bardzo
skomplikowany i zalezy od wielu czynnikow (McGhie i Walton, 2007). Gatunek/odmiana,
procesy technologiczne i sposoby przygotowywania pozywienia sg czynnikami
determinujagcymi zawarto$¢, dostgpno$¢, a tym samym biodostgpnos¢ fitozwigzkow.
Ponadto, do czynnikow wptywajacych na wchtanianie i metabolizm fitozwigzkow, a ktore
mozna okresli¢ mianem ,,strukturalnych”, mozna zaliczy¢ strukturg podstawowego szkieletu
fitozwigzkow, obecnos¢ lub brak glikozylacji w podstawowej strukturze oraz rodzaj i liczbg
acylacji przylaczonych czasteczek cukru. Wspomniane czynniki sa silnie zwigzane z
gatunkiem rosliny posiadajacej swoj charakterystyczny ,,wzor fitozwigzkowy”.

Jak dotad, w Polsce jak i na $wiecie, nie prowadzono badan okreslajacych jak wybrane
procesy technologiczne i obrobka kulinarna, ktorym poddawana jest kapusta czerwona
przed spozyciem, wptywaja na profil i zawarto$¢ antocyjandw oraz ich biodostgpnosc ale
rowniez na catkowita pojemnos$¢ przeciwutleniajaca osocza krwi konsumenta po spozycia
tych produktow. Brak tez wynikdéw ukazujacych peten profil antocyjanow oraz pojemnosci
przeciwutleniajacej réznych odmianach kapusty czerwonej a takze aktywnosci
przeciwutleniajacej poszczegélnych antocyjanéw wystgpujacych w kapuscie czerwone;.
Badania prowadzone na $wiecie dotyczyly gtownie profilu, zwartoéci, absorpcji i
metabolizmu antocyjandw obecnych w owocach jagodowych i winogronach (McGhie i
Walton, 2007). Jedynie jedna praca podejmuje temat obecno$ci antocyjanéw kapusty
czerwonej w moczu ludzi po spozyciu tego warzywa (Charron i in. 2007).

W dotychczasowych eksperymentach rzadko badano biodostepnos¢ antocyjanow z
produktow zywnosciowych. Z zywieniowego punktu widzenia zastosowanie pokarmowych
zrodet antocyjanow w tego typu badaniach jest wskazane. Wybdr pomiedzy suplementacja a
dieta bogata w naturalne produkty wydaje si¢ by¢ bardzo istotny, gdyz komponenty
wystepujace w pozywieniu moga dziata¢ synergistycznie lub antagonistycznie w stosunku
do obecnych tam antocyjanow 1 ich biodostepnosci. Uzycie suplementow antocyjanow w
badaniach, takich mozliwosci nie daje, lub je ogranicza. Jak pokazuja moje porownawcze
badania biodostepnosci kwercetyny i jej glukozydéw (Wiczkowski i in. 2003, 2008)
zastosowanie naturalnych surowcow jako zrodia fitozwigzkow skutkuje odmiennymi
wynikami niz W przypadku gdy do diety dodawane sg czyste substancje (Morand i in.
2000).

Zatem, badania dotyczace zawartosci antocyjanow w roslinach, przemian tych substancji
w trakcie wytwarzania produktow zywnosciowych, procesOw ich wchtlaniania i
metabolizmu przez organizmy zwierzat i ludzi po spozyciu decydujacych o biodostepnosci
tych barwnikéw oraz spetlnianej w tych organizmach roli fizjologicznej, aczkolwiek stale
uzupelniane 1 rozwijane, sg nadal niepeine.



Biorac powyzsze pod uwage przeprowadzitem cykl badan, ktorych celem bylo:

e identyfikacja antocyjanow wystepujgcych w kapustach czerwonych,

e wyizolowanie antocyjanow z kapusty czerwonej oraz okre§lenie aktywnosci
przeciwutleniajgcej poszczegdlnych zwigzkow,

e okreslenie profilu i zawarto$ci antocyjanow w odmianach kapusty czerwonej uprawianych
w Polsce oraz pojemnosci przeciwutleniajacej ekstraktow uzyskanych z tych odmian,

e okreslenie jak proces fermentacji i obrobki termicznej oraz przechowywanie produktu
fermentowanego wplywa na antocyjany obecne w czerwonej kapuscie i pojemno$é
przeciwutleniajaca uzyskanych produktéw,

e okreslenie profilu metabolitow antocyjanéw obecnych w osoczu krwi i moczu ludzi po
spozyciu produktéw z kapusty czerwonej,

e porownanie biodostepnosci antocyjandw oraz pojemnosci przeciwutleniajacej osocza krwi
ochotniké6w po spozyciu §wiezej 1 fermentowanej kapusty czerwonej.

Hipotezy badawcze:
e antocyjany kapusty czerwonej roznig si¢ strukturg chemiczna,

o struktura chemiczna i1 wtasciwosci fizykochemiczne poszczeg6lnych antocyjandow kapusty
czerwonej wptywajg na ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca,

¢ odmiany kapusty czerwonej uprawiane w Polsce r6znig si¢ istotnie profilem i zawarto$cia
antocyjanow oraz pojemnoscig przeciwutleniajaca,

e proces fermentacji, obrobki termicznej oraz przechowywanie fermentowanej kapusty
czerwone] wplywaja na profil 1 zawarto$¢ antocyjanow oraz pojemnos$¢ przeciwutleniajaca
uzyskanych produktow,

e po spozyciu produktow z kapusty czerwonej antocyjany wystepuja W 0soczu Krwi i moczu
ludzi w formie natywnych zwigzkow jak rowniez w postaci koniugowanych pochodnych,

e proces fermentacji kapusty czerwonej wplywa na biodostgpnos$¢ antocyjanow i catkowita
pojemnos$¢ przeciwutleniajaca osocza krwi ochotnikow po spozyciu kapusty.

b) Materialy
Materiatem roslinnym w pierwszej pracy (praca W1) byty glowki kapusty czerwonej

(Brassica oleracea L. f. rubra) odmiany Langedijker. Natomiast w drugiej pracy (praca
W2), materiatlem roslinnym byty glowki kapusty czerwonej pigciu odmian uprawianych w
Polsce, pochodzacych z dwdch sezondw wegetacyjnych. Sposréd badanych odmian cztery
charakteryzowaty si¢ gtowkami o ksztatcie kulistym (Langedijker Dauer 2, Kissendrup,
Koda i Langedijker Polona) a jedna o ksztalcie stozkowym (Kalibos). Ponadto badane
odmiany charakteryzowaty si¢ roézng dlugoscig okresu wegetacji: odmiana Koda byla
odmiang wczesng, Kissendrup i Kalibos byly odmianami $rednio pdznymi, a Langedijker
Dauer 2 1 Langedijker Polana byty odmianami p6znymi. Badane odmiany byly uprawiane w
2008 i 2009 roku. Do badan okreslajacych zmiany profilu i zawarto$ci antocyjanéw w
czasie procesu fermentacji i obrobki termicznej a takze przechowywania produktu
fermentowanego (praca W3) i badan poréwnawczych biodostepno$¢ antocyjandow z kapusty
swiezej 1 fermentowanej (praca W4) zostata wykorzystana odmiana Langedijker Polana
poniewaz charakteryzowata si¢ najwyzsza zawarto$cig antocyjanow wykazang w drugiej
pracy dokumentujgcej niniejsze osiaggni¢cie naukowe (praca W2).



Do analiz jakosciowych i ilosciowych wykorzystano cyjanidyne, 3-glukozyd cyjanidyny,
peonidyng (3’-metylocyjanidyne) i 3-glukozyd peonidyny zakupione w firmie
Extrasynthese (Genay, Francja) oraz 3-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, 3-
(synapoilo)diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, 3-(p-kumaroilo)diglukozyd-5-glukozyd 3-
(feruloilo)(feruloilo)diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, 3-
(feruloilo)(synapoilo)diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, 3-(
synapoilo)(synapoilo)diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, ktore zostaly wyizolowane w
ramach badan przedstawionych w pierwszej pracy dokumentujgcej osiggnigcie naukowe
(praca W1).

c) Metody

e Ekstrakcje antocyjanéw z liofilizowanych probek kapust czerwonych przeprowadzono
mieszaning  metanolu/wody/kwasu  trifluorooctowego (0,58/0,38/0,04; viviv) w
probowkach typu ,eppendorf” przy pomocy dezintegratora ultradzwigkowego i
wytrzasarki typu vortex (prace W1-W4).

e Analizy antocyjanow W ekstraktach kapust czerwonych i roztworach wyizolowanych
wzorcow dokonano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
sprzezonej z detektorem diodowym (DAD) i spektrometrem masowym QTRAP 5500
(MS/MS) z wykorzystaniem termostatowanej kolumny C18 i elucji w gradiencie
dwufazowym. Zwigzki identyfikowano na podstawie czasu retencji, widm UV-Vis i widm
MS/MS jonéw dodatnich (prace W1-W4).

e Otrzymywanie/izolacj¢ standardow antocyjandw kapusty czerwonej z uzyskanych
liofilizatow przeprowadzono poprzez ekstrakcje antocyjandow 80% metanolem z
dodatkiem siarczanu (IV) sodu, oczyszczenie i wstgpny rozdzial antocyjanéw na zywicy
jonowymiennej oraz rozdziat antocyjanow na termostatowanej potpreparatywnej kolumnie
C18 po wbudowaniu jej w system HPLC sprz¢zony z detektorem UV/Vis stosujac elucje
w gradiencie dwufazowym (praca W1).

e Oznaczanie pojemnosci przeciwutleniajacej ekstraktow kapust czerwonych i aktywno$ci
przeciwutleniajacej wyizolowanych wzorcéw przeprowadzono: (1) na podstawie
wymiatania kationorodnika ABTS®" (metoda TEAC) wedtug zmodyfikowanej metody Re
i in. (1999) z wykorzystaniem spektrofotometru (prace W1-W3), (2) na podstawie
zdolno$ci wigzania rodnikow tlenowych (metoda ORAC) z uzyciem fluoresceiny wedlug
metody Del Castillo i in. (2005) z wykorzystaniem spektrometru luminescencyjnego
(prace W2 i W3), (3) na zasadzie wymiatania anionorodnika ponadtlenkowego z
wykorzystaniem metody fotochemiluminescencyjnej (PCL ACL dla frakcji lipidowych,
PCL ACW dla frakcji hydrofilowych) wedlug Zielinskiej i in. (2008) przy uzyciu
urzadzenia Photochem® (prace W1-W3) i (4) na zasadzie wymiatania rodnika DPPH’
wedlug metody Zielinskiej 1 in. (2008) z wykorzystaniem spektrofotometru (praca W3).

¢ Badanie pojemnosci przeciwutleniajgcej osocza ochotnikow przeprowadzono na zasadzie
wymiatania  anionorodnika ponadtlenkowego z wykorzystaniem metody
fotochemiluminescencyjnej (PCL ACW) przy uzyciu urzadzenia Photochem® wedhug
Juskiewicza i in. (2008) (praca W4).
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e Proces spontanicznej 14-dniowej fermentacji kapusty czerwonej z kontrolag odczynu soku
(pH) przeprowadzono w kamiennych naczyniach w temperaturze 24°C przez 3 pierwsze
dni i 18°C przez kolejne 11 dni (prace W3 i W4).

e Proces przechowywania fermentowanej kapusty czerwonej przeprowadzono w szczelnie
zamkniegtych stoikach typu ,,Weck” w temperaturze 4°C przez 7, 30, 60, 90 1 180 dni
(praca W3).

e Obrobke termiczng kapusty czerwonej w 100°C (pod przykryciem) w matej ilosci wody
(kapusta : woda, 4:1, w/w) (okreslang jako proces duszenia) prowadzono przez 30 i 60
minut (praca W3).

¢ Niekliniczne badanie medyczne biodostgpnosci antocyjanow po spozyciu $wiezej i
fermentowanej kapusty czerwonej przeprowadzono w Zaktadzie Chemii i Biodynamiki
Zywnosci Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywno$ci Polskiej Akademii Nauk w
Olsztynie, 10-748 Olsztyn, ul. Tuwima 10 pod nadzorem lekarskim po wyrazeniu zgody
(Uchwata nr 23/2010) przez Komisje Bioetyczng przy Wydziale Medycznym
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiej w Olsztynie zgodnie z zasadami zawartymi w
Deklaracji Helsinskiej. Po badaniu lekarskim do eksperymentu zgodnie z metodologia
badan biodostepnosci zakwalifikowano 13-tu zdrowych ochotnikow w wieku 24-38 lat,
spetniajacych kryteria wiaczenia. Ochotnicy zostali poproszeni aby w trakcie trwania
calego do$wiadczenia wykluczyli ze swojej codziennej diety produkty bogate w
antocyjany, tj.: kapuste¢ czerwong, cebule czerwong, rzodkiewke, kolorowag satate i
kalafior, czerwong pomarancze i grejpfrut, kolorowa marchew, aronig, truskawki, czarng
jagode, maliny, jezyny, winogrona, §liwki, wisnie 1 czere$nie, granaty, brzoskwinie 1
nektarynki, porzeczki, zurawina, boréwki, hibiskus, przetwory z ich udzialem (surowki,
satatki, napoje, soki, lody, desery, alkohol) oraz suplementy diety. Badanie
przeprowadzono w dwufazowym eksperymencie, ktoérego fazy rozdzielono 7 dniowym
okresem przeznaczonym na wymycie pochodnych/metabolitow antocyjanow (wash-out
period). Kazdy z uczestnikow po wyrazeniu pisemnej i dobrowolnej woli na udziat w
badaniu, otrzymat na czczo, jednorazowo w kazdej fazie badania, jedng porcje badanego
produktu, tj.: kapuste swieza lub kapuste fermentowang (okoto 240 g/60 kg masy ciata
ochotnika). Po fazie wash-out dokonano zamiany krzyzowej podanych produktéw z
kapusty czerwonej. Podczas kazdej fazy badania wymagane bylo wstrzymanie si¢ od
spozywania pokarméw od 22% dnia poprzedzajacego badanie, az do oémiu godzin po
podaniu badanego produktu dnia nastepnego (z wyjatkiem wody niegazowanej).
Prowadzacy badanie zapewnit ochotnikom odpowiedni positek po czterech godzinach od
spozycia kazdego z produktéow z kapusty czerwonej. Przed i po spozyciu kazdego
badanego produktu od kazdego ochotnika pobrano krew na oznaczenie antocyjanéw i ich
metabolitow oraz okreslenie pojemnos$ci przeciwutleniajacej, tacznie 8 pobran krwi w
kazdej fazie badania. Ponadto zbierany byl mocz przed i w siedmiu przedziatach
czasowych po spozyciu produktow z kapusty czerwonej. Pobrang krew odwirowywano
dwustopniowo (500 x g - 15 min, 1000 x g - 10 min, 4°C) a otrzymane osocze i zebrany
mocz przeznaczone do oznaczania poziomu antocyjanow 1 ich metabolitow
przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania analiz. W poszczegdlnych
fazach badania, zaraz po otrzymaniu, czg$¢ osocza mieszano zgodnie z czasem poboru i
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nastepnie poddawano analizie pojemnosci przeciwutleniajagcej. W trakcie badania
ochotnicy byli obserwowani na wystgpienie jakichkolwiek objawow niepozadanych, ktore
odnotowywano w dokumentacji uczestnika badania (praca W4).

e Oznaczanie antocyjanow 1 ich pochodnych w osoczu krwi i moczu ochotnikow polegato
na wyekstrahowaniu ich na ztozu statym i oznaczeniu metoda HPLC-MS/MS. Ekstrakcje
antocyjanow przeprowadzono na ztozu statym w kolumienkach z wypetieniem CI18.
Proby osocza i moczu rozcienczano wodnym roztworem kwasu mrowkowego,
odwirowywano a nastgpnic nanoszono na kondycjonowang kolumienke C18 i
przemywano wodnym roztworem kwasu mroéwkowego a nastepnie antocyjany wymywano
metanolowym roztworem kwasu mrowkowego. Zebrany eluent byt odparowany do sucha
w atmosferze azotu. Przed analiza HPLC-MS/MS wyekstrahowane antocyjany
rozpuszczono w fazie startowej HPLC i odwirowywano. Analiza antocyjanow i ich
metabolitow przeprowadzona zostala z wykorzystaniem systemu HPLC sprzezonego z
spektrometrem masowym QTRAP 5500. Rozcienczone probki nastrzykiwano na
termostatowang kolumne chromatograficzng C18 a rozdziat zwigzkéw uzyskiwano
stosujgc elucje w gradiencie dwufazowym. Przeprowadzona zostata analiza jako$ciowa
polegajaca na jednoczesnym skanowaniu matrycy biologicznej w trybie jonizacji
negatywnej jak i pozytywnej w zakresie 50-1250 m/z dla kwadrupoli oraz 50-1000 m/z dla
putapki jonowej. Przeprowadzone zostato rowniez przemiatanie jonow fragmentacyjnych
powstatych z wybranego jonu macierzystego umozliwiajace obserwacje¢ wszystkich jonow
powstatych z rozpadu jonu macierzystego. Skanowano roOwniez jony powstate w wyniku
wyodrebnienia czastek neutralnych. Analiza iloSciowa przeprowadzona zostata metoda
MRM (Multiple Reaction Monitoring) (praca W4).

e Wykorzystujac oprogramowanie Biokinetica Wyznaczono parametry farmakokinetyczne
badanych antocyjanéw na podstawie zmian st¢zenia antocyjandéw w osoczu krwi 1 moczu,
miedzy innymi: statg eliminacji (B); okres biologicznego pottrwania (t12); pole
powierzchni pod krzywa przedstawiajaca zalezno$¢ stezenia badanej substancji we krwi
od czasu (AUC); czas po ktorym zostato osiggnigte st¢zenie maksymalne badanego
zwigzku we krwi (tmax) oraz warto$¢ maksymalnego stezenia (Crax), $redni czas obecnosci
substancji w organizmie (MRT), stalg szybkos$ci usuwania badanej substancji z moczem
(K), klirens (CI), ilo$¢ badanej substancji wydalonej z moczem (Ae), objetos¢ dystrybucji
(Vu), udziat frakcji wydalonej z moczem (Fe), maksymalng szybko$¢ wydalania badane;j
substancji z moczem (Vex), czas po ktorym zostala osiggnigta maksymalna szybko$¢
wydalania badanej substancji z moczem (twx) | pole powierzchni pod krzywa
przedstawiajaca zalezno$¢ szybkosci wydalania badanej substancji z moczem od czasu
(AURC) (praca W4).

e Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania Statistica (prace W1-W4).
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d) Oméwienie wynikow
Aby zrozumie¢ funkcje jakie po spozyciu antocyjany obecne w zywnosci moga
odgrywa¢ w organizmie czlowieka, nalezy najpierw poznaé struktur¢ chemiczng tych

zwigzkow poniewaz determinuje ona ich wiasciwosci biologiczne, migdzy innymi ich
aktywno$¢ przeciwutleniajacg. Dlatego tez, w pierwszej kolejnosci podjete zostaty badania
okreslajagce peten profil i zawarto$¢ antocyjanow w kapuscie czerwonej metodg HPLC-
DAD i metodg HPLC-MS/MS. W analizowanej kapuscie zidentyfikowano tylko pochodne
cyjanidyny co potwierdzono znalezieniem w widmach fragmentacyjnych MS/MS jedynie
sygnalu [M-X]" 287 m/z odpowiadajacego aglikonowi cyjanidyny. Rowniez badania
Arapitsas’a i in. (2008) oraz Wu i Prior (2005) wskazuja jedynie na obecnos¢ pochodnych
cyjanidyny w kapuscie czerwonej. Natomiast badania McDougall’a i in. (2007) oraz
Charron’a i in. (2007) informujg o obecnosci takze innych antocyjanéow w przebadanych
kapustach czerwonych, tj. peonidyny i pelargonidyny. W moich badaniach, na podstawie
analizy czasow retencji, widm UV-Vis i widm MS/MS jon6éw dodatnich badanego ekstraktu
z czerwonej kapusty oraz analizy dostgpnych wzorcow i danych literaturowych (Wu i Prior,
2005; Charron i in. 2007; McDougall i in. 2007) zostato zidentyfikowanych 20 pochodnych
cyjanidyny (zafgcznik 4, praca W1: Fig. 1, Table 1). W innych, wczesniejszych badaniach,
w analizowanych kapustach znaleziono od 9 do 24 antocyjanow (Arapitsas i in. 2008;
Pliszka i in. 2009). Wskazuje si¢, ze czynnikami decydujagcymi o roznej liczbie
flawonoidow do ktorych zaliczane s3 antocyjany, wystepujacych w uprawianych roslinach
moze by¢ zmienno$¢ odmianowa, wptyw sezonu wegetacyjnego ($wiatto, poziom opadow),
warunki klimatyczne oraz warunki uprawy (Wiczkowski i Piskuta, 2004).

Podstawowa strukturg antocyjanow zidentyfikowanych w mojej pracy byt 3-diglukozyd-
5-glukozyd cyjanidyny (Rysunek 1C), ktorego reszty cukrowe moga by¢ nicacylowane,
monoacylowane i diacylowane kwasami fenolowymi, tj. ferulowym, synapinowym,
kawowym i p-kumarowym. Na podstawie czaséw retencji, parametrow widm UV-Vis (Ayis,
Aacyl, Eacyl/Evis) 1 parametrow widm MS/MS (jonow pseudomolekularnych: [M]" oraz jonow
fragmentacyjnych: [M-glu]” i [M-glu-acyl]") (zalgcznik 4, praca W1: Table 1) w obrebie
znalezionych antocyjanéw zidentyfikowano dwie nieacylowane formy cyjanidyny, tj. 3-
diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (Cy3diG5G) i 3-glukozyd-5-glukozyd cyjanidyny
(Cy3G5G). Kolejne jedenascie pochodnych opisanych zostalo jako antocyjany
monoacylowane, przy czym dwa zwigzki zidentyfikowano jako 3-(synapoilo)-diglukozyd-
5-glukozyd cyjanidyny (Cy3(sin)diG5G), dwa oznaczono jako 3-(synapoilo)-triglukozyd-5-
glukozyd cyjanidyny (Cy3(sin)triG5G) a kolejne dwa opisano jako 3-(feruloilo)-
diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (Cy3(fer)diG5G). Do monoacylowanych antocyjanow
nalezaty rowniez 3-(feruloilo)-triglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (Cy3(fer)triG5G), 3-
(kawoilo)-diglukozyd-5-glukozyd  cyjanidyny  (Cy3(caf)diG5G),  3-(p-kumaroilo)-
diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (Cy3(p-cum)diG5G), 3-(feruloilo)-glukozyd-5-glukozyd
cyjanidyny (Cy3(fer)G5G) i 3-(synapoilo)-glukozyd-5-glukozyd cyjanidyny
(Cy3(sin)G5G). Trzecig grupe antocyjanow znalezionych w kapuscie czerwonej stanowito
siedem pochodnych diacylowanych, tj. 3-(feruloilo)(feruloilo)-triglukozyd-5-glukozyd
cyjanidyny (Cy3(fer)(fentriG5G), 3-(feruloilo)(synapoilo)-triglukozyd-5-glukozyd
cyjanidyny (Cy3(fer)(sin)triG5G), 3-(feruloilo)(feruloilo)-diglukozyd-5-glukozyd
cyjanidyny (Cy3(fer)(fer)diG5G), 3-(feruloilo)(synapoilo)-diglukozyd-5-glukozyd
cyjanidyny (Cy3(sin)(fer)diG5G), 3-(  synapoilo)(synapoilo)-diglukozyd-5-glukozyd
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cyjanidyny (Cy3(sin)(sin)diG5G) oraz dwa zwigzki okreslone jako 3-(kawoilo)(p-
kumaroilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (Cy3(caf)(p-cum)diG5G) (zalgcznik 4,
praca W1: Fig. 1, Table 1). W obrgbie =zidentyfikowanych antocyjanow, dla
Cy3(sin)diG5G, Cy3(fer)diG5G i Cy3(sin)triG5G znaleziono po dwoéch przedstawicieli
posiadajacych bardzo zblizone warto$ci parametréw widm UV-Vis i MS/MS ale rézne
czasy retencji. Jak wskazano we wczesniejszych badaniach (Wu i Prior, 2005; McDougall i
in. 2007) rézne pozycje acylacji W czgsteczce glukozydow cyjanidyny sa mozliwe co
skutkuje réoznym czasem retencji tych zwigzkow. Z drugiej strony, w roslinach wystepuja
rézne typ wigzania cukier-cukier (2-O-f, 3-O-f, 6-O-5) (Wu i Prior, 2005), ktory moga
rowniez wplywa¢ na czas retencji zwigzkéw. W zwigzku z tym, biorgc pod uwage
powyzsze wyjasnienia mozliwe sg rozne struktury di- i tri-glukozydowe z roéznymi
pozycjami grup acylowych. Poniewaz stosowane w moich badaniach wyposazenie
analityczne nie pozwala na okreslanie potozenia grupy acylowej i typu wigzania cukier-
cukier, dlatego oba zwiazki z kazdej pary zostaly 0znaczone jak powyze;.

Analizowana w tych badaniach kapusta czerwona charakteryzowata si¢ duza zawarto$cia
antocyjanow (2,32 mg cyjanidyny/g suchej masy (Sm), zalgcznik 4, praca W1: Table 1).
Dominujacg pochodng byta nieacylowana forma 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny,
ktéra stanowita 25% ogodlnej zawartos$ci antocyjanow znalezionych w tej kapuscie. Duzy
udzial procentowy znaleziono réwniez w przypadku Cy3(sin)(sin)diG5G (11.2%), Cy3(p-
cum)diG5G (8,2%), Cy3(sin)diG5G (7,8%), Cy3(sin)(fer)diG5G (7.8%),
Cy3(fer)(fer)diG5G (7,3%), Cy3(fer)diG5G (6%) i Cy3(sin)diG5G (5,2%).

Z powodu braku oferty handlowej standardow antocyjanow wystepujacych w kapuscie
czerwonej podjeto badania wyizolowania tych zwigzkoéw z uzyskanego liofilizatu kapusty
czerwonej. W tym celu opracowano i przeprowadzono przedstawiong w czesci Metody
procedure pozyskania tych substancji. W oparciu 0 przedstawiong przeze mnie metodg
zostato po raz pierwszy wyizolowane i oczyszczone 15 antocyjanéw kapusty czerwone;j.

W nastgpnym etapie tej pracy przeprowadzono analizy pojemnosci przeciwutleniajgcej
ekstraktu z kapusty czerwonej oraz po raz pierwszy 7 gléwnych antocyjanow
wyizolowanych z kapusty czerwonej (Cy3diG5G, Cy3(sin)diG5G, Cy3(p-cum)diG5G,
Cy3(fer)diG5G/Cy3(sin)diG5G, Cy3(fer)(fer)diG5G, Cy3(fer)(sin)diG5G i
Cy3(sin)(sin)diG5G)  (zalgcznik 4, praca WI1: Table 2). Analizy pojemnosci
przeciwutleniajacej przeprowadzono z wykorzystaniem trzech metod, tj. TEAC, PCL ACL i
PCL ACW. Badana kapusta czerwona charakteryzowata si¢ wysoka pojemnoscia
przeciwutleniajaca a W obrebie wyizolowanych antocyjandOw najwyzszg aktywnos$¢
przeciwutleniajaca posiadal Cy3(sin)(sin)diG5G. Okazato sig¢, ze poréwnujac wiasciwosci
antyoksydacyjne antocyjanéw kapusty czerwonej niezbe¢dne jest uwzglednienie obecno$ci
lub braku podstawnika acylowego w strukturze molekularnej tych naturalnych czerwonych
barwnikow. W moich badaniach wszystkie acylowane pochodne cyjanidyny posiadaty
wyzszg aktywnos¢ przeciwutleniajagca w poréwnaniu do pochodnej nieacylowanej. Ponadto,
w przypadku monoacylowanych pochodnych cyjanidyny, zwiazki acylowane kwasem
synapinowym wykazywaty wyzsza aktywno$¢ niz substancje z kwasem ferulowym lub p-
kumarowym. Réwniez w przypadku diacylowanych pochodnych cyjanidyny, formy z
dwoma kwasami synapinowymi wykazywaly najwyzsza zdolno$¢ do zmiatania wolnych
rodnikéw. Ponadto, diacylowane pochodne cyjanidyny charakteryzowatly sie wyzsza
aktywnos$cig przeciwutleniajacg niz pochodne monoacylowane. Prezentowane wyniki
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wskazuja, ze acylacja antocyjandw zwigksza ich zdolno$¢ do zmiatania rodnikow w
porownaniu do form nieacylowanych. Natomiast w obrgbie antocyjanéw acylowanych
rodzaj podstawnika acylowego determinuje wielko$¢ aktywnos$ci przeciwutleniajacej, tj.
kwas synapowy > kwas ferulowy > kwas p-kumarowy. Moje badania znajduja
potwierdzenie = w  eksperymentach innych autoréow  dotyczacych  aktywnosci
przeciwutleniajgcej pochodnych innych antocyjanéw, takich jak delfinidyny i pelargonidyny
(Matsufuji i in. 2007; Azuma i in. 2008).

W pracy przebadano réwniez wzgledny udzial pojedynczych antocyjanéw w pojemnosci
przeciwutleniajacej kapusty czerwonej (zalgcznik 4, praca W1: Table 3). Najnizszy udziat
w pojemnosci przeciwutleniajacej badanej kapusty czerwonej prezentowat Cy3(sin)diG5G a
najwyzszy Cy3(sin)(sin)diG5G. Generalnie, pomijajac fakt, ze wyizolowane z kapusty
czerwonej antocyjany posiadaja silne wlasciwosci przeciwutleniajace, udziatl tych zwigzkoéw
w pojemnosci przeciwutleniajacej badanej kapusty byt niski. Moze to wskazywac, ze inne
substancje obecne w kapuscie czerwonej (kwasy fenolowe, flawonole, witamina C) oraz ich
interakcje moga by¢ odpowiedzialne za wiasciwosci przeciwutleniajace tego warzywa
(Wiczkowski i in. 2014).

Wyniki niniejszych badan dowodza, ze kapusta czerwona jest bogatym zrodiem szeregu
acylowanych antocyjanéw posiadajacych silne wiasciwosci antyoksydacyjne. Nalezy
podkresli¢, ze acylowane antocyjany wykazuja wyzszg stabilnosci (McDougall i in. 2007) i
dlatego moga by¢ z powodzeniem stosowane jako naturalne barwniki Zzywno$cCi oraz
substancje przeciwutleniajace, co jest wazne w aspekcie ich potencjalnej roli w
zapobieganiu chorobom zwigzanym z uszkodzeniami oksydacyjnymi.

Przedstawione powyzej badania zostaly zawarte w pierwszej publikacji (praca W1)
dokumentujacej osiagnigcie naukowe, tj.: Wiczkowski W., Szawara-Nowak D., Topolska J.
Red cabbage anthocyanins: profile, isolation, identification, and antioxidant activity. Food
Research International, 2013, 51, 303-309.

Jak do tej pory w dostepnej literaturze nie bylo systematycznych informacji o profilu
antocyjanow 1 ich zawartoéci w roznych odmianach kapusty czerwonej oraz o
wlasciwo$ciach przeciwutleniajagcych tych odmian. Ponadto nie istnialy dane opisujace
wplyw réznych okresow wegetacyjnych na profil i zawarto$¢ antocyjanow kapusty
czerwonej, a takze okreSlajacych jak dlugo$¢ okresu wegetacji oddziatuje na profil i
zawarto$¢ antocyjanow. Poznanie tych faktow moze pomodc w okresleniu nowych
mozliwosci wykorzystania tego warzywa Oraz moze pozwoli¢ na wyselekcjonowanie
odmian z korzystnym profilem antocyjanéw oraz wysoka ich zawartoscig (np. odmian
bogatych w antocyjany diacylowane kwasem sinapinowym wykazujacych silng aktywnosé¢
przeciwutleniajgca co zostalo udowodnione w pracy W1) tak aby mogly pozytywnie
oddziatywa¢ na zdrowie konsumentow po spozyciu. Dlatego w kolejnym etapie moich
badan przeanalizowano profil i zawarto$¢ antocyjanow oraz pojemno$¢ przeciwutleniajaca
5 odmian kapusty czerwonej uprawianych w Polsce. Ponadto, zbadano wptyw dwodch
kolejnych okreséw wegetacyjnych oraz dlugos¢ okresu wegetacyjnego na profil, zawartos¢ i
wlasciwos$ci przeciwutleniajace kapust czerwonych. Do analizy antocyjandw w kapustach
czerwonych wykorzystano metode HPLC-DAD i metode HPLC-MS/MS. Identyfikacje¢
przeprowadzono zgodnie z procedurg przedstawiong we wczesniejszej pracy (praca W1) i
podobnie jak tam, w badanych kapustach czerwonych znaleziono 20 antocyjanow, ktorych

15



podstawows strukturg byt 3-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny. Reszty glukozydowe tej
molekuty byly dodatkowo acylowane kwasem synapinowym, ferulowym, kawowym lub p-
kumarowym. Wsrod 20 zidentyfikowanych pochodnych cyjanidyny, dwie formy byly
nieacylowane. Pig¢ pochodnych cyjanidyny byto monoacylowane kwasem synapinowym,
cztery formy byly monoacylowane kwasem ferulowym, jedna pochodna byta
monoacylowana kwasem p-kumarowym a jedna kwasem kawowym. Zidentyfikowano
réwniez siedem form diacylowanych, w tym dwie pochodne diacylowane kwasami p-
kumarowym i kawowym, dwie formy diacylowane kwasami synapinowym i ferulowym,
dwie pochodne podwojnie acylowane kwasem ferulowym a jedna pochodna podwdjnie
acylowana kwasem synapinowym.

Przeanalizowane kapusty czerwone okazaty si¢ bogatym zrodiem antocyjanéw (1,13 -
6,29 mg Cy/g sm, co odpowiadato 0,14-0,91 mg Cy/g wilgotnej masy (wm) (zafgcznik 4,
praca W2: Table 2). Dla poréwnania kapusta czerwona z Norwegii zawierata 1,14 mg
antocyjanow/g wm (Volden i in. 2008) a kapusta z Wioch 1,25 mg antocyjanow/g wm
(Piccaglia i in. 2002). Wyzsza zawartos¢ antocyjanéw znaleziono w kapuscie czerwonej
(1,38 mg/g wm) pochodzacej z Wielkiej Brytanii (McDougal i in. 2007) a nizszg w kapusScie
uprawianej w péinocnych Wtoszech (0,77 mg/g wm, Scalzo i in. 2008). Najwyzszy poziom
antocyjanow znaleziono w kapuscie czerwonej pochodzacej ze Standéw Zjednoczonych
(3,22 mg/g wm, Wu i in. 2006).

Srednia zawarto$é antocyjanéw w odmianach uprawianych w 2009 roku (4,15 £ 0,16 mg
Cy/g sm) byla ponad dwukrotnie wyzsza niz w 2008 roku (1,78 + 0,13 mg Cy/g sm)
(zalgcznik 4, praca W2: Table 2). Poniewaz w obydwu sezonach wegetacyjnych
zastosowano takie same zabiegi agrotechniczne dlatego zaobserwowane réznice w
zawarto$¢ antocyjanéow mogly wynika¢ z réznych warunkow panujacych podczas okresu
wegetacji, miedzy innymi nastonecznienia, poniewaz $wiatlo stymuluje syntez¢ tych
zwigzkow (Wiczkowski i Piskuta, 2004).

W obu sezonach wegetacyjnych, sposrod pigciu badanych odmian najwyzszg zawartoscia
antocyjanOw charakteryzowata si¢ odmiana Langedijker Polana. W odmianie tej
dominujacym zwigzkiem byt 3-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, forma nieacylowana.
Zwiazek ten dominowal rowniez w odmianie Langedijker Dauer 2. Najnizszg zawarto$¢
antocyjanow stwierdzono w odmianie Kalibos. W odmianie tej dominujacym zwigzkiem
byta forma monoacylowana kwasem p-kumarowym. Zwigzek ten w najwigkszej ilosci
wystepowal rowniez w odmianie Kissendrup. Natomiast w odmianie Koda stwierdzono
najwigksze ilosci formy diacylowanej kwasem synapinowym.

Z posrod trzech grup antocyjandéw (nieacylowanych, monoacylowanych i
diacylowanych) znalezionych w kapustach czerwonych, monoacylowane pochodne
cyjanidyny charakteryzowaty si¢ najwyzszg zawartoscig. Ich udziat w catkowitej zawartosci
antocyjanow w kapuscie czerwonej stanowil okoto 44% podczas gdy udziat
nieacylowanych i diacylowanych pochodnych wynosit odpowiednio 17% i 39%.

Poniewaz analizowane w pracy odmiany kapusty czerwonej charakteryzowaly si¢ r6zna
dlugoscia okresu wegetacji dlatego podjete zostaty badania okreslenia wplywu tego
parametru na profil antocyjanow. Wyniki niniejszych badan wykazaty po raz pierwszy, ze
dtuzszy okres wegetacji sprzyja wyzszemu udzialowi antocyjanOw nieacylowanych w
ogoblnej zawartos$ci antocyjanow w uprawianych kapustach (zalfgcznik 4, praca W2: Table
3). Odmiany wczesne o 80-90 dniowym okresie wegetacji charakteryzowaly si¢ 10%
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udziatem nieacylowanych antocyjanow, podczas gdy odmiany $rednio-pézne 0 110-120
dniowej wegetacji mialy prawie 15% nieacylowanych pochodnych cyjanidyny. Najwyzszy
procentowy udzial form nieacylowanych (ponad 20%) zostal znaleziony w odmianach
poznych o 140-150 dniowym okresie wegetacji. Zupetnie odwrotny profil dystrybucji tych
zwigzkow zostat zidentyfikowany w przypadku antocyjanéw acylowanych. Najwickszy
udziat acylowanych antocyjanéw w ogolnej zawarto$ci antocyjandw miaty odmiany
wczesne (okoto 45%) a najnizszy odmiany pozne (okoto 40%). Udzial acylowanych
antocyjanow w ogoélnej zawartosci tych barwnikow zmniejszal si¢ wraz z wydluzeniem
okresu wegetacji kapust czerwonych. Obserwacje te wskazujg, ze warunki pogodowe
(nizsza temperatura, mniejsze nastonecznienie) i procesy dojrzewania wystepujace pod
koniec okresu wegetacji mogly powodowa¢ degradacj¢ antocyjanow acylowanych do form
nieacylowanych.

Prior i in. (2005) sugeruja aby do standaryzacji pomiaru wlasciwosci
przeciwutleniajacych zywnosci uzywaé trzech nastgpujacych metod: ORAC, TEAC i test
Folin-Ciocalteu. W moich badaniach zostaty wykorzystane dwie (ORAC i TEAC) z trzech
proponowanych metod oraz dwie dodatkowe metody w ktorych wykorzystywany jest
anionorodnik ponadtlenkowy generowany w komorkach w warunkach fizjologicznych
(metoda PCL ACW i PCL ACL). Sposrod przebadanych odmian najwyzsza pojemnos$cia
przeciwutleniajacg mierzong wszystkimi zastosowanymi metodami charakteryzowata sig¢
odmiana Langedijker Polona a najmniejszg odmiana Kalibos (zalgcznik 4, praca W2: Table
4). Pojemno$¢ przeciwutleniajagca badanych odmian ksztattowata si¢ w nastepujacej
kolejnosci: Langedijker Polona > Langedijker Dauer 2 > Kissendrup > Koda > Kalibos.
Ponadto, podobnie jak w przypadku zawartosci antocyjandw wyzsza pojemnoscia
przeciwutleniajaca, Wyznaczang wszystkimi czterema metodami, charakteryzowaty sig¢
odmiany uprawiane w 2009 roku. Uzyskane wyniki wskazuja po raz pierwszy, ze roznice w
pojemnosci przeciwutleniajacej kapusty czerwonej moga zaleze¢ od odmiany. Ponadto,
uzyskane wyniki pojemnosci przeciwutleniajacej pozytywnie i istotnie korelowaly z ogdlna
zawarto$cig antocyjanow w tych odmianach. Niniejsze wyniki potwierdzaja wczesniejsze
badania w ktorych zaobserwowano zwigzek pomiedzy zawarto$cig antocyjanow w stodkich
ziemniakach a pojemnoscig przeciwutleniajgca tych warzyw (Zhu i in. 2010).

Podsumowujac, jak juz wczesniej wspomniano, niniejsze badania sg pierwszymi w
ktérych przedstawiono peten profil antocyjanéw obecnych w réznych odmianach kapusty
czerwonej uprawianych w dwoch kolejnych latach i wyraznie pokazuja, Zze odmiany kapusty
czerwonej maja swoj unikatowy ,,odcisk antocyjanowy”. Ponadto, pochodna cyjanidyny
diacylowana kwasem synapinowym charakteryzujaca si¢ wysoka pojemnoscig
przeciwutleniajaca (co wykazano w pracy W1) byla jednym z dominujgcych antocyjanow
wystepujacych w przebadanych kapustach czerwonych. Z fizjologicznego 1 zywieniowego
punktu widzenia, wiedza o pelnym profilu antocyjanéw kapust czerwonych jest bardzo
wazna, poniewaz moze poméc W przewidywaniu wiasciwosci biologicznych tych roslin.
Ponadto, informacje o unikalnym profilu antocyjanéw w kapustach czerwonych moga by¢
bardzo dobrym "markerem taksonomicznym®.

Przedstawione powyzej badania zostaly zawarte w drugiej publikacji (praca W2)
dokumentujacej osiaggniecic naukowe, tj.. Wiczkowski W., Topolska J., Honke J.
Anthocyanins profile and antioxidant capacity of red cabbages are influenced by genotype
and vegetation period. Journal of Functional Foods, 2014, 7, 201-211.
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Analiza zawartosci antocyjanow oraz ich profilu w produktach spozywczych po obrobce
technologicznej jest niezbgdna do charakterystyki losu antocyjandow w czasie
zastosowanych procesoéw, a takze do opracowania odpowiednich procedur zmniejszajacych
straty tych naturalnych barwnikow. Ponadto, badania nad sposobem przetwarzania i
formami spozycia kapusty czerwonej powinny by¢ prowadzone z uwzglednieniem
potencjalnej prozdrowotnej roli tych biologicznie aktywnych sktadnikow. Dlatego, po
badaniach profilu i zawarto$ci antocyjanéw W kapustach czerwonych uprawianych w Polsce
oraz pojemnosci przeciwutleniajgcej tych warzyw (prace W1 i W2), kolejnym etapem
podjetych badan byta analiza wplywu procesu fermentacji, obrobki termicznej i
przechowywania produktu fermentowanego z kapusty czerwonej na profil i zawarto$¢
antocyjanow Oraz pojemnos$¢ przeciwutleniajacg otrzymanych produktow.

Kapuste fermentowang uzyskano w procesie spontanicznej 14 dniowej fermentacji, o
ktorej wlasciwym przebiegu Swiadczyty zmiany odczynu soku, tj. od pH 6,21 w pierwszym
dniu procesu do pH 3,79 w 14 dniu procesu. Ponadto, fermentowang kapuste czerwong
poddano przechowywaniu w szczelnie zamknigtych stoikach typu ,,Weck” w temperaturze
4°C przez 7, 30, 60, 90 i 180 dni. Kapust¢ duszong otrzymano po 30 i 60 minutowej
obrobce termicznej w 100°C (pod przykryciem) w matej ilosci wody (kapusta : woda, 4:1,
w/w). Sklad antocyjanéw 1 ich zawarto§¢ w $wiezej, fermentowanej, duszonej i
przechowywanej kapuscie czerwonej analizowan0 w oparciu o metode HPLC-DAD i
HPLC-MS/MS. Ponadto, w celu scharakteryzowania pojemnosci przeciwutleniajacej
uzyskanych w pracy produktow z kapusty czerwonej wykorzystano 5 metod badawczych:
TEAC, ORAC, PCL ACL, PCL ACW i DPPH.

Kapusta czerwona stanowi bogate zrodlo niacylowanych, monoacylowanych i
diacylowanych pochodnych cyjanidyny (prace W1 i W2), a zatem zapewnia unikalny grunt
dla badan zalezno$ci pomiedzy profilem 1 zawarto$cig antocyjandw a sposobem
przygotowania zywnosci. Przeprowadzone przeze mnie analizy poréwnawcze profilu i
zwartosci antocyjandw w Swiezej, fermentowanej, przechowywanej 1 duszonej kapuscie
czerwonej zostaly zrealizowane po raz pierwszy i wykazaly, Zze zastosowane procesy
istotnie wplywaly na los antocyjanow (zalgcznik 4, praca W3: Table 3). Generalnie,
przeprowadzone procesy spowodowaly spadek ogolnej zawarto$ci antocyjandw w
uzyskanych produktach koncowych. Proces fermentacji spowodowal zmniejszenie ogdlnej
zawarto$ci antocyjanow o 24%. Podobne obnizenie ogdlnej zawartosci antocyjandéw (o
25%) zostato zaobserwowane po 30 minutowym procesie duszenia kapusty czerwonej. Gdy
proces duszenia zostal wydluzony do 60 min zwigkszyt si¢ réwniez spadek ogolnej
zawarto$ci antocyjanéw (do 34%). W przypadku przechowywania fermentowanej kapusty
czerwonej w 4°C, intensywno$¢ procesu degradacji antocyjanéw zalezata od dhlugosci
przechowywania. Po 7 dniach przechowywania ogdlna zawarto$¢ antocyjanéw zmniejszyta
si¢ jedynie o 2%, podczas gdy po 180 dniach spadta az 0 58%. Intensywno$¢ procesu
degradacji antocyjanéw w przechowywanej fermentowanej kapuscie czerwonej
ksztattowata si¢ W nastgpujacej kolejnosci: 7 dni (2%) < 30 dni (13%) < 60 dni (30%) < 90
dni (36%) < 180 dni (58%). W innych badaniach dotyczacych wplywu procesu
rozmrazania, ogrzewania mikrofalowego, gotowania, blanszowania, ekstrakcji soku,
pasteryzacji i przechowywania na poziom antocyjanow w zywno$ci zaobserwowano spadek
zawarto$ci tych zwiazkow w przedziale 3-95% w zalezno$ci od zastosowanego procesu
(Giusti i Wrostad, 2003; Sadilova i in. 2007; Hartmann i in. 2008; Scalzo i in. 2008).
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Wyniki uzyskane w mojej pracy umiejscawiajg si¢ w dolnym i $rodkowym zakresie
cytowanych wartosci.

Poniewaz we wcze$niejszych badaniach (Davey i in. 2000) wykazano, ze tugowanie jest
jednym z gléwnych przyczyn strat polifenoli w trakcie stosowanych procesow
technologicznych dlatego, w niniejszej pracy powstate ptyny (sok $wiezy, fermentowany i
z duszonej kapusty) byly gromadzone a nastepnie w odpowiedniej proporcji objgtoSciowe;j
byly dodawane do uzyskanych produktow z kapusty czerwonej przed poddaniem ich
procesowi liofilizacji. W zwigzku z tym, proces tugowania jako przyczyna strat zawartoSci
antocyjanow zostal wykluczony. W tej sytuacji, inne czynniki takie jak temperatura,
dlugotrwatos¢ procesu, obecno$¢ tlenu, $wiatta, aktywno$¢ enzymoéw roslinnych i
mikroorganizméw oraz warto$¢ pH decydowaty 0 losie antocyjanow (Castaneda-Ovando i
in. 2009; Clifford, 2009; Truong i in. 2010). Przy czym, sita oddziatywania wymienionych
czynnikow zalezata od typu zastosowanej obrobki. Dodatkowo, pojawienie si¢ jednego lub
kilku czynnikéw w tym samym czasie moglo mie¢ istotny wptyw na los badanych
antocyjanow. Poniewaz dzialanie jednego gléwnego czynnika bardzo czesto bylo
niemozliwe do zaobserwowania a mogly wystepowaé efekty interakcji dlatego
synergistyczne i antagonistyczne oddzialywania wymienionych czynnikoéw byty brane pod
uwagge (Castaneda-Ovando i in. 2009).

W przypadku fermentacji, spadek zawarto$ci antocyjandw mogt by¢é wywotany panujaca
temperaturg, 24°C w pierwszych 3 dniach procesu fermentacji i 18°C w kolejnych 11
dniach. Rowniez we wczesniejszych badaniach wykazano negatywny wplyw temperatury
pokojowej (20-22°C) na zawartos¢ zwigzkéw biologicznie czynnych w czasie obrobki
technologicznej (Aaby i in. 2007). Kolejnym czynnikiem, ktory mogt wptywaé na profil i
zawarto$¢ antocyjandw byta mikroflora procesu fermentacji, na co wskazaly juz
wczesniejsze badania Bisakowskiego i in. (2007), w ktoérych udowodniono oddziatywanie
procesu fermentacji mlekowej na flawonoidy obecne w cebuli. Ponadto, gtowki kapusty
czerwonej byly ciete na cienkie paski w czasie przygotowywania do fermentacji co
skutkowato uszkodzeniem komorek tkanek kapusty czerwonej i powodowato, ze antocyjany
byly eksponowane na procesy enzymatycznego i nieenzymatycznego utleniania (Pourcel i
in. 2007). Biorac powyzsze pod uwage, mozna stwierdzi¢, ze enzymy roslinne mogly
wplywaé na zawarto$¢ i sktad antocyjanow, dopoki nie zostaty dezaktywowane przez
czynniki srodowiska procesu fermentacji.

Wplyw wymienionych powyzej czynnikow na stabilno$¢ antocyjandéw w czasie
fermentacji mogt zaleze¢ od pH S$rodowiska procesu (Castaneda-Ovando i in. 2009).
Warto$¢ pH w pierwszych 7 dniach procesu fermentacji mogta negatywnie oddziatywaé na
poziom antocyjanow (zafgcznik 4, praca W3: Table 1). Na poczatku pH soku kapusty
czerwonej ksztaltowalo si¢ na poziomie powyzej 6. Nastepnie w ciggu kolejnych dni odczyn
soku obnizat si¢, by w 8 dniu procesu fermentacji uzyska¢ wartos¢ 3,8. W pozostatych 7
dniach pH soku ksztattowato si¢ na poziomie ponizej 4. Wysoka wartos¢ odczynu soku z
kapusty w pierwszych dniach fermentacji oraz jego tempo zmian moglo prowadzi¢ do
degradacji cze$ci antocyjanow. Wczesniejsze badania sugerujg, ze pH ponizej 4 jest
korzystne dla stabilnosci antocyjandéw, podczas gdy bliskie neutralnych warto$ci moze
wplywacé negatywnie na te barwniki (Markakis, 1982). Ponadto, badania Giusti i Wrolstad’a
(2003) oraz McDougall’a i in. (2007) informuja, ze antocyjany acylowane sa Stabilniejsze w
srodowisku o pH bliskim neutralnego w poroéwnaniu do antocyjanéw nieacylowanych.
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Biorgc pod uwage powyzsze informacje, mozna stwierdzi¢, ze bardzo wysoki odsetek
acylowanych antocyjandéw (okoto 80%) w badanej kapuscie czerwonej ograniczal tempo
degradacji antocyjanow (tylko 24% spadek) w okresie 14-dniowej fermentacji.

Moje badania wykazaty rowniez, ze dtugos¢ okresu przechowywania istotnie wptywata
na poziom antocyjanéow. Podobnie wykazaly badania Giusti’ego & Wrolstad’a (2003).
Cytowani autorzy stwierdzili rowniez, ze temperatura przechowywania wywiera wptyw na
kinetyke degradacji antocyjanow, w 25°C tempo rozktadu tych substancji byto wyzsze niz
2°C. W mojej pracy, w czasie przechowywania fermentowanej kapusty czerwonej w
temperaturze 4°C przez 180 dni, $redni jednodniowy spadek ogodlnej zawartosci
antocyjanow wynosit 0,32%. Najwyzsza redukcje zawarto$ci antocyjanéw (o 34,5%)
zaobserwowano w okresie pomiedzy 90 a 180 dniem, podczas gdy najwyzsze tempo
degradacji antocyjanéw wystapito pomigdzy 7 a 30 dniem przechowywania (0,59% ogdlnej
zawarto$ci antocyjanow/dzien). Podobne obserwacje poczyniono we wczesniejszych
badaniach dotyczacych przechowywania produktow uzyskanych z truskawki (Aaby i in.
2007; Hartmann i in. 2008). Jesli chodzi o wartosci pH w czasie przechowywania
fermentowanej kapusty czerwonej to wzrosty one nieznacznie w ciggu tego procesu, ale
nadal byly korzystne dla stabilnosci antocyjany (Markakis, 1982) poniewaz ksztattowaty si¢
w poblizu 4,0. Dlatego, oprocz dlugosci okresu przechowywania i panujgcej W czasie tego
procesu temperatury, inne czynniki, takie jak niekontrolowany wzrost drobnoustrojow,
mogty wptywac¢ na poziom antocyjandw w czasie przechowywania fermentowanej kapusty
Czerwonej.

Proces duszenia kapusty czerwonej przez 30 i 60 minut spowodowat znaczny spadek
zawartosci antocyjandéw, przy czym w przypadku krotszej ekspozycji na wysoka
temperatur¢ obnizenie poziomu antocyjanoOw bylo nizsze. Nalezy zaznaczy¢, ze sposrdd
wszystkich procesow wykorzystanych w niniejszej pracy duszenie w wysokiej temperaturze
(okoto 100°C) przez 60 minut byto zabiegiem powodujacym najwigksze straty antocyjanow.
Wskazuje to na wysoka temperature jako jeden z najsilniejszych czynnikow powodujacych
degradacje¢ tych naturalnych barwnikéw. Rowniez inne badania donosza, ze obrébka cieplna
réznych produktéw spozywczych prowadzi do znacznych spadkow catkowitej zawartosci
antocyjanow (Hartmann i in. 2008; Scalzoi in. 2008; Volden i in. 2008). Z drugiej strony
wykazano, ze gotowanie z zastosowaniem mikrofal nie powoduje znacznych zmian w
zawarto$ci antocyjandw w zywnosci (Scalzoi in. 2008).

W ninigjszych badaniach okreslano rowniez wpltyw procesu fermentacji |
przechowywania produktu fermentowanego oraz duszenia na poszczegoélne antocyjany
obecne w kapus$cie czerwonej. Jak wczesniej podano w $wiezej kapuscie czerwonej
dominujacym zwigzkiem byta nieacylowana forma 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny
a kolejnymi byty pochodna 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny diacylowana kwasem
sinapinowym i pochodna 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny acylowana kwasem p-
kumarowym. Réwniez po fermentacji i duszeniu kapusty czerwonej ale takze w trakcie jej
przechowywania wspomniana powyzej nieacylowana pochodna 3-diglukozydu-5-glukozydu
cyjanidyny charakteryzowata si¢ najwyzsza zawarto$cig. ZaroOwno fermentacja jak i
obrobka termiczna powodowaly zmniejszenie si¢ zawartosci wszystkich analizowanych
antocyjanOw wystepujacych w kapuscie czerwonej. Przy czym, intensywnos$¢ procesu
degradacji poszczegdlnych pochodnych cyjanidyny zalezata od ich struktury chemicznej. Z
posrod gldwnych antocyjanéw obecnych w badanej kapuscie czerwonej najmniejsze spadki
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zawarto$ci  znaleziono dla nieacylowanej pochodnej 3-diglukozydu-5-glukozydu
cyjanidyny. Natomiast w obregbie monoacylowanych form cyjanidyny pochodne z kwasem
synapinowym wykazywaly najwicksze obnizenie zawartosci. Wyniki te znajduja
potwierdzenie w innych badaniach (McDougall i in. 2007; Sadilova i in. 2007) w ktorych
wykazano, ze acylowane kwasem synapinowym pochodne antocyjandw sg mniej stabilne
niz pochodne acylowane kwasem ferulowym i p-kumarowym.

W niniejszych badaniach analizowano rowniez procentowy udziat nieacylowanych,
monoacylowanych i diacylowanych antocyjanow w ogdlnej ilo$¢ antocyjandéw znalezionych
w poszczegdlnych produktach uzyskanych z kapusty czerwonej. Po procesie fermentacji
udzial antocyjandéw nieacylowanych wzrdst a antocyjanéw acylowanych zmniejszyt si¢ w
porownaniu do kapusty nieprzetworzonej. W przypadku pierwszych 7 dni przechowywania
produktu fermentowanego zaobserwowano wzrost udziatu antocyjanéw nieacylowanych. W
kolejnych dniach przechowywania (30, 60 i 90 dniu) znaleziono zblizony do
zaohserwowanego w 7 dniu procesu udziat procentowy form nieacylowanych. Natomiast po
180 dniach przechowywania poziom antocyjanéw nieacylowanych w fermentowanej
kapuscie czerwonej obnizyl si¢. W przypadku antocyjanow monoacylowanych w
poczatkowym okresie przechowywania zaobserwowano wzrost udziatu tych pochodnych w
ogoblnej zawartos$ci antocyjanow w porownaniu do produktu analizowanego bezposrednio po
fermentacji. Nastepnie poziom antocyjanéw monoacylowanych systematycznie spadat.
Odmienny profil antocyjanow znaleziono w przypadku antocyjanow diacylowanych. W
poczatkowej fazie ich procentowy udzial zmniejszyt si¢ a nastepnie w kolejnych dniach
przechowywania stopniowo wzrastal. Po obrdbce termicznej procentowy udziat
antocyjanéw nieacylowanych wzrdst w poréwnaniu do surowca wyjsciowego. Dodatkowo,
zaobserwowano réwniez wzrost udziatu antocyjanéw monoacylowanych w kapuscie po
procesie duszenia. Odmienny proces wystapit w porzypadku antocyjanow diacylowanych.
Po 30 minutowej obrobce termicznej udzial antocyjanéw diacylowanych zmniejszyt si¢ z
34,4% do 30,6%. Wdtuzenie procesu duszenia o kolejne 30 minut spowodowato dalszy
spadek ogodlnej zawartosci tych antocyjanow, do poziomu 29,2%. Tak jak juz wczesniej
zauwazylem antocyjany wystepujace w kapuscie czerwonej majg identyczng podstawowa
strukture 1 dlatego zmiany w udziale antocyjandw nieacylowanych, monoacylowanych i
diacylowanych w ogolnej zawartoéci antocyjanow moga wynika¢ z degradacyj jednych
pochodnych cyjanidyny w drugie.

Zastosowanie pigciu réoznych metod badania pojemnosci przeciwutleniajacej (PCL
ACW, PCL ACL, ORAC, ABTS, DPPH) do charakterystyki dziewigciu roznych produktéw
otrzymanych z kapusty czerwonej (§wieza, fermentowana, przechowywana przez 7, 30, 60,
90 i 180 dni oraz duszona przez 30 i 60 min) pozwolito na uzyskanie petnego profilu
wlasciwosci przeciwutleniajacych tego warzywa podczas procesow technologicznych
(zatgcznik 4, praca W3: Table 4). Wartosci pojemnosci przeciwutleniajacej produktow
otrzymanych z kapusty czerwonej wyznaczanej metoda ABTS ksztaltowaty si¢ w przedziale
od 133,1 do 166,5 pmoli Troloxu/g sm. W przypadku metody ORAC wynosity od 318,3 do
411,3 pmoli Troloxu/g sm. Gdy pojemnos¢ przeciwutleniajgca wyznaczana byta metoda
PCL ACW to uzyskiwano wartosci od 71,6 do 103,5 umoli Troloxu/g sm a gdy
wykorzystywano metode PCL ACL to warto$¢ tego parametru wynosita od 413,7 do 632,8
umoli Troloxu/g sm. Natomiast po analizie testem DPPH pojemno$¢ przeciwutleniajaca
produktow z kapusty czerwonej wynosiuta od 38,1 do 47,0 umoli Troloxu/g sm. Szereg
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wartosci pojemnosci przeciwutleniajacej produktow z kapusty czerwonej dla zastosowanych
metod ksztattowat si¢ nastepujaco: PCL ACL > ORAC > ABTS > PCL ACW > DPPH.

Pojemnos¢ przeciwutleniajagca badanych produktow z kapusty czerwonej roznita sig
istotnie (P < 0,05). Swieza kapusta czerwona charakteryzowata si¢ wigkszymi zdolno$ciami
do zmiatania wolnych rodnukow niz kapusta fermentowana, przechowywana i duszona.
Najwickszg redukcje pojemnosci przeciwutleniajacej w porownaniu do kapusty $wiezej
znaleziono w kapuscie przechowywanej przez 180 dni. Natomiast, najmniejszg strate
wlasciwosci przeciwutleniajacych zaobserwowano dla produktu poddanego 30 min obrdbce
termicznej. Szereg warto$ci pojemnosci przeciwutleniajacej dla produktow otrzymanych z
kapusty czerwonej ksztaltowal si¢ nastepujgco: kapusta $§wieza > duszona 30 min >
fermentowana > przechowywana 7 dni > duszona 60 min > przechowywana 30 dni >
przechowywana 60 dni > przechowywana 90 dni > przechowywana 180 dni. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze roznice w pojemnosci przeciwutleniajacej produktéw z kapusty
czerwonej zaleza od rodzaju zastosowanego procesu technologicznego. Rowniez inne
badania dowodza, ze wlasciwosci przeciwutleniajace produktow zywnosciowych sa
ksztaltowane przez procesy jakim zostaty poddane (Aaby i in. 2007). Ponadto, spadek
pojemnosci przeciwutleniajgcej Wnoszonej przez antocyjany nie jest kompensowany przez
aktywno$¢ nowo utworzonych zwigzkow fenolowych powstatych w wyniku obrobki
termicznej (Sadilova i in. 2007).

W przeprowadzonych badaniach pojemnos$¢ przeciwutleniajaca produktéow z kapusty
czerwonej jest istotnie i dodatnio skorelowana (P < 0,05) z catkowita zawartoscig
antocyjanow w tych produktach (r = 0,949 dla ORAC; r = 0,938 dla PCL ACL; r = 0,926
dla DPPH; r = 0,861 dla PCL ACW). Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze antocyjany
wystepujace w fermentowanej, przechowywanej i duszonej kapuscie czerwonej byly
odpowiedzialne za pojemno$¢ przeciwutleniajaca tych produktow. Ponadto, w pracy
analizowano zaleznosci pomigdzy zawartoscia glownych antocyjanéw kapusty czerwonej a
potencjalem  przeciwutleniajagcym uzyskanych  produktow. W przypadku
Cy3(fer)(sin)diG5G i Cy3(sin)(sin)diG5G analiza korelacji Pearsona wykazata, ze
zawarto$¢ tych zwiazkéw w badanych produktach byta istotnie i dodatnio skorelowana z
pojemnoscig przeciwutleniajacag tych produktéw wyznaczong za pomocg czterech metod:
PCL ACL, DPPH, PCL ACW i ORAC. Jezeli chodzi o zawartos¢ Cy3(fer)(fer)diG5G to
byta ona istotnie i dodatnio skorelowana z pojemnoscia przeciwutleniajaca okreslong za
pomoca trzech metod (PCL ACW; PCL ACL; DPPH) a Cy3diG5G za pomoca dwoch
metod (ORAC; PCL ACL). Natomiast, zawartos¢ Cy3(p-cum)diG5G i1 Cy3(fer)diG5G
korelowala istotnie jedynie z pojemnoscig przeciwutleniajaca wyznaczong testem ORAC.
Moje obserwacje znajduja potwierdzenie we wczesniejszych badaniach, ktére wykazaty
istotny udzial antocyjanéw w ksztaltowaniu pojemnosci przeciwutleniajacej produktow
zywnosciowych (Sadilova i in. 2007).

W  niniejszych  badaniach  wlasciwosci  przeciwutleniajagce  fermentowane;,
przechowywanej i duszenie kapusty czerwonej byt nizsze w poréwnaniu do $§wiezej
kapusty. Prawdopodobnie, wynikato to z faktu, ze antocyjany - silne przeciwutleniacze w
warunkach in vitro - degradowaty w trakcie zastosowanych procesow co powodowato
spadek pojemnosci przeciwutleniajgcej uzyskanych produktow. Ponadto, biorgc pod uwage
moje wczesniejsze wyniki (praca W1) wskazujace, ze antocyjany acylowane kwasem
synapinowym maja najwyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajagcg sposrod antocyjandow
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sprzezonych z r6znymi kwasami hydroksycynamonowymi a takze obserwacje pochodzacg z
niniejszych badan dowodzace, ze acylowane kwasem synapinowym pochodne 3-
diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny wykazuja najwyzszy wskaznik degradacji podczas
zastosowanych procesow technologicznych, wydaje si¢ by¢ uzasadniony wynik wskazujacy
obnizong pojemnos¢ przeciwutleniajgca produktow z kapusty czerwonej w porownaniu do
kapusty swiezej.

Podsumowujac, uzyskane wyniki dowodza, ze wszystkie zastosowane procesy
zmniejszyly zawarto$¢ antocyjanéw W otrzymanych produktach z kapusty czerwonej. Przy
czym zakres strat zalezal od rodzaju przeprowadzonego procesu. Wsrod barwnikow
wystepujacych w  kapusécie czerwonej, formy acylowane kwasem synapinowym
charakteryzowaty si¢ najwigkszymi stratami. Natomiast, najnizsze tempo degradacji
odnotowano dla nieacylowanych pochodnych cyjanidyny, przy czym wyniki te moga
wynika¢ z rozktadu czesci antocyjandw acylowanych do nieacylowanych. W przypadku
pojemnosci przeciwutleniajacej, Swieza kapusta czerwona charakteryzowala si¢ silniejszymi
zdolno$ciami do zmiatania wolnych rodnikow niz kapusta fermentowana, przechowywana i
duszona, co zwigzane bylo ze zmniejszeniem zawarto$ci antocyjanow w powstatych
produktach.

W trakcie wytwarzania zywnosci okre$lanej mianem ,,prozdrowotnej” bardzo wazna jest
minimalizacja strat substancji biologicznie aktywnych podczas zastosowanej obrobki,
poniewaz korzystne wlasciwos$ci tej zywnosci w znacznym Stopniu wynikajg z obecnosci
tych sktadnikow. Wszystkie przedstawione powyzej wyniki wskazuja, ze produkty z
kapusty czerwonej takie jak kapusta swieza, fermentowana i poddana krotkotrwatej obrobee
termicznej moga stanowia cenny sktadnik codziennej diety poniewaz pozostaja bogatym
zrodlem antocyjandw bedacych silnymi przeciwutleniaczami. Przy czym nalezy zauwazy¢,
ze fermentowana kapusta czerwona przechowywana do 30 dni jest rowniez zasobnym
zrédlem antocyjanéw. Podsumowujac, przeprowadzone badania zawartosci i1 profilu
antocyjanow w produktach z kapusty czerwonej mogg by¢ przyczynkiem do optymalizacji
proceséw przetworczych oraz sposobu przechowywania surowca i produktow w celu
zmniejszenia strat i niekorzystnych zmian profilu antocyjanow, jak réwniez do poprawy
prozdrowotnego potencjatu produktow wytworzonych z tego warzywa.

Przedstawione powyzej badania zostaly zawarte w trzeciej publikacji (praca W3)
dokumentujacej osiggnigcie naukowe, tj.: Wiczkowski W., Szawara-Nowak D., Topolska J.
Changes in the content and composition of anthocyanins in red cabbage and its antioxidant
capacity during fermentation, storage and stewing. Food Chemistry, 2015, 167, 115-123.

Poniewaz pozytywny wplyw spozywanych warzyw, w tym kapusty czerwonej, na
organizmy ludzi 1 zwierzat moze by¢ zwigzany z fitozwigzkami obecnymi w tych roslinach,
dlatego niezbedne jest pelne poznanie ilosci spozywanych fitozwigzkéw (w tym
antocyjanow), procesoOw ich wchtaniania, metabolizmu i akumulacji w organizmach ludzi i
zwierzat oraz potencjalnych biologicznych funkcji tych substancji.

Jezeli chodzi o kwestie ilosci spozywanych fitozwigzkow to czynnikami decydujacymi o
zawartosci fitozwigzkow w spozywanym produkcie, a tym samym determinujgcymi
spozycie fitozwigzkow, sa zmienno$¢ gatunkowa i odmianowa, sezon wegetacyjny, Swiatto,
klimat, procesy technologiczne i sposdb przygotowania positku. W moich, powyzszych
badaniach zostalo wykazane, ze kapusta czerwona i produkty z niej uzyskane sg bardzo
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bogatym zrédltem antocyjanow, ktore wykazuja silne wlasciwosci przeciwutleniajace (prace
W1-W3). W przypadku kwestii dotyczacych losu fitozwigzkéw po ich spozyciu,
dotychczasowe badania wskazuja, ze biodostepnos¢ fitozwigzkow takich jak zwigzki
kwercetyny 1 izoflawony zalezy od rozpuszczalnosci tych substancji w $rodowisku
przewodu pokarmowego, stanu odzywiania organizmu, struktury chemicznej badanej
substancji (glikozydy, aglikony) oraz matrycy pokarmowej (Piskuta, 2000). Brak jest jednak
badan biodostepnosci fitozwigzkow z produktow zywnosciowych w ktorych badano
aktualng koncentracj¢ fitozwigzkow i ich metabolitow z jednoczesnym uwzglednieniem
wpltywu roéznych proceséw technologicznych oraz zmiennosci osobniczej (Cermak 1 in.
2009). W przypadku antocyjanéw wczesniejsze badania dowodza jedynie, ze antocyjany
kapusty czerwonej sa wchlaniane i czg$¢ z nich podlega procesom metabolicznym w
ramach szlakow detoksyfikacyjnych, co skutkuje obecno$cig zaréwno natywnych jak i
koniugowanych form tych zwiazkéw w ptynach fizjologicznych ludzi (Charron i in. 2007).

Poniewaz, jak do tej pory nie bylo prac dokumentujacych jak ksztaltuje sie
biodostepnos¢ i metabolizm antocyjandw spozywanych w postaci roéznych matryc
pokarmowych i jaki jest ich wptyw na status przeciwutleniajacy osocza krwi ludzi, dlatego
kolejnym etapem moich badan bylo pordwnanie biodostgpnosci antocyjandw z §wiezej i
fermentowanej kapusty czerwonej z jednoczesnym wyznaczeniem profilu metabolitow
antocyjanow kapusty czerwonej w ptynach fizjologicznych ochotnikéw oraz okresleniem
pojemnosci przeciwutleniajacej osocza krwi ochotnikow.

Badanie biodost¢pnosci antocyjanéw ze $wiezej i fermentowanej kapusty czerwonej
przeprowadzono zgodnie z opisem przedstawionym w punkcie 3c (Metody) niniejszego
opracowania. Profil i zawarto$¢ antocyjanow w s$wiezej i fermentowanej kapuscie
czerwonej analizowano w oparciu o metode HPLC-DAD i HPLC-MS/MS. Obydwa
produkty zawieraty 20 pochodnych cyjanidyny, ktérych podstawowa struktura byt 3-
diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (zalqcznik 4, praca W4: Table 1). Reszty cukrowe tych
zwigzkow byly nieacylowane lub mono- i diacylowane kwasem synapinowym, ferulowym,
kawowym i p-kumarowym. W obu produktach, 7 gtéwnych antocyjanéw (Cy3diG5G,
Cy3(p-cum)diG5G, Cy3(fer)diG5G, Cy3(sin)diG5G, Cy3(fer)(fer)diG5G,
Cy3(fer)(sin)diG5G, Cy3(sin)(sin)diG5G) stanowilo prawie 82% ogo6lnej zawartoSci
antocyjanow, podczas gdy 13 pozostatych pochodnych cyjanidyny stanowito zaledwie 18%
ogblnej zawartosci antocyjandw. Zastosowany proces fermentacji kapusty czerwonej
spowodowat obnizenie ogdlnej zwartosci antocyjanéw. Zawarto$¢ antocyjandéw w swiezej
kapuscie czerwonej wyznaczona w oparciu o metod¢ HPLC-DAD ksztattowata si¢ na
poziomie 1,80 + 0,02 mg cyjanidyny/g wm. Spadek ogélnej zawarto$ci antocyjanéw W
czasie procesu fermentacji wynosit 15%. W obrebie 7 gtownych antocyjanow znalezionych
w $wiezej i fermentowanej kapuscie czerwonej jedynie nieacylowana pochodna cyjanidyny
nie wykazywata istotnych zmian zawartosci. Tak jak juz wczes$niej wspomniatem to
zjawisko moze wynika¢ z faktu, ze antocyjany znalezione w kapuscie czerwonej miaty
identyczng podstawowa strukture¢ chemiczng i1 podczas procesu fermentacji mogly
degradowa¢ z form acylowanych do formy nieacylowanej. W przypadku gléwnych
acylowanych antocyjanéw najwyzszym spadkiem zawartosci charakteryzowaty sie¢
pochodne cyjanidyny acylowane kwasem synapinowym. Niniejsze wyniki znajduja
potwierdzenie w innych pracach (McDougall i in. 2007; Sadilova i in. 2007), ktére donosza,
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ze antocyjany acylowane kwasem Synapinowym sg mniej stabilne niz pochodne
antocyjanow acylowane kwasem ferulowy i p-kumarowym.

W pierwszym kroku analizy jakosciowej probek osocza krwi i moczu metoda HPLC-
MS/MS (jonizacja pozytywna) przeprowadzono badanie w trybie skanowania jonu
prekursora 287 m/z dla cyjanidyny oraz 301 m/z dla metylowanej formy cyjanidyny. W
kolejnym kroku przeprowadzono skanowanie jondéw fragmentacyjnych powstatych z
rozpadu jonow pseudomolekularnych wyselekcjonowanych na podstawie pierwszego kroku.
Przeprowadzono réwniez skanowanie jonow powstatych w wyniku wyodrgbnienia czastek
neutralnych. Ostatecznie metabolity cyjanidyny zostaly zidentyfikowane na podstawie
uzyskanych widm MS/MS oraz poréwnania z wczesniej publikowanymi danymi (Wu i
Prior, 2005). W osoczu krwi i moczu ochotnikow zebranym po spozyciu $wiezej i
fermentowanej kapusty czerwonej zidentyfikowano 30 pochodnych cyjanidyny (zafgcznik
4, praca W4: Table 1). Oprocz 18 natywnych antocyjandow znaleziono 12 metabolitow
cyjanidyny, w tym formy metylowane, glukuronowane i sulfonowane, tj.: 3-glukozyd
cyjanidyny (Cy3G), monoglukuronid cyjanidyny (CyGlc), peonidyna (Po), 3-glukozyd
peonidyny (Po3G), diglukozyd metylowanej cyjanidyny (mCydiG), triglukozyd
metylowanej cyjanidyny (mCytriG), monoglukuronid metylowanej cyjanidyny (mCyGlIc),
siarczano-glukuronido-glukozyd  metylowanej  cyjanidyny  (mCyGGlcSulf),  (p-
kumaroilo)triglukozyd metylowanej cyjanidyny (mCy(p-cum)triG), (kawoilo)triglukozyd
metylowanej cyjanidyny (mCy(caf)triG), (feruloilo)triglukozyd metylowanej cyjanidyny
(mCy(fentriG) i (synapoilo)triglukozyd metylowanej cyjanidyny (mCy(sin)triG). Sposrod
12 zidentyfikowanych metabolitow cyjanidyny az 10 (Cy3G, CyGlc, Po, Po3G, mCydiG,
mCyGGlIcSulf, mCy(p-cum)triG, mCy(caf)triG, mCy(fer)triG, mCy(sin)triG) zostato
znalezionych w osoczu krwi 1 moczu ludzi po raz pierwszy po spozyciu kapusty czerwone;.
Weczesniejsze badania wskazuja, Ze po spozyciu zywno$ci bogatej w antocyjany w plynach
fizjologicznych wystepuja rozne metylowane, glukuronowane, sulfonowane i kombinowane
pochodne antocyjanow (Fernandes 1 in. 2014). W jedynym wczesniejszym badaniu
dotyczacym biodostepnosci antocyjanow z kapusty czerwonej, w ktorym badano wplyw
wielkosci dawki antocyjanéw na biodostepnos¢ tych zwiazkow, w moczu ochotnikow
znaleziono jedynie 14 antocyjanow z ktérych tylko 4 zostaly zidentyfikowane jako
pochodne metylowane i glukuronowane (Charron i in. 2007). W innym badaniu, w ktorym
okreslano biodostepnos¢ acylowanych i nieacylowanych antocyjandw z marchwi znaleziono
zaledwie 5 natywnych zwigzkow (Kurilich i in. 2005). Réwniez w pracach dotyczacych
wchlaniania acylowanych antocyjanéw z baklazana i1 stodkiego ziemniaka w materiale
biologicznym znaleziono jedynie natywne formy antocyjandéw (Ichiyanagi i in. 2006; OKi i
in. 2006).

Pochodne cyjanidyny obecne w osoczu krwi 1 moczu ochotnikéw po spozyciu produktow
z kapusty czerwonej nalezaly gtownie do zwigzkéw natywnych (zalgcznik 4, praca WA4:
Table 2 i 3). Srednia procentowa zawarto$¢ natywnych antocyjanéw w osoczu krwi
wynosita 75,2%, podczas gdy w moczu stanowita 76,0%. W przypadku osocza krwi,
glownym zwigzkiem byt 3-(synapoilo)diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, ktory stanowit
wigcej niz 20% ogolnej zawarto$ci antocyjandow znalezionych w osoczu ochotnikow. W
przypadku moczu, podstawowym zwigzkiem z grupy antocyjandéw, ktory pokrywat wiecej
niz 25% ogolnej zawartos$ci antocyjandéw wydalonych z moczem w ciggu 24 godzin po
spozyciu kapusty czerwonej byt 3-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny. W tym samym
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czasie, suma metabolitow cyjanidyny =zidentyfikowanych w osoczu krwi i moczu
ochotnikow po spozyciu obu produktoéw wynosita odpowiednio 24,8% i 24,0% ogdlnej
zawartosci antocyjanow. W badaniach przedstawionych przez Charrona i in. (2007)
udokumentowano nizszy udzial metabolitéw antocyjanow ($rednio 14,3%) w ogodlnej
zawartos$ci tych zwigzkoéw znalezionych w moczu ludzi po spozyciu kapusty czerwonej. W
innych badaniach okreslajacych los acylowanych antocyjanéw po spozyciu zywnoS$ci
bogatej w te barwniki nie zidentyfikowano metabolitow antocyjanow (Kurilich i in. 2005;
Ichiyanagi i in. 2006; Oki i in. 2006; Charron i in. 2009; Novotny i in. 2012). W moich
badaniach, sposrod zidentyfikowanych 12 metabolitoéw cyjanidyny, (synapoilo)triglukozyd
metylowanej cyjanidyny (7,8% ogoélnej zawartosci antocyjandw) byt gtownym zwigzkiem
znalezionym w osoczu krwi, natomiast monoglukuronid cyjanidyny (9,8% ogdlnej
zawarto$ci antocyjanow) byt glownym metabolitem w moczu. Podsumowujac, po
wchionigciu, w ptynach fizjologicznych wigkszo$¢ antocyjandw wystepowata w
niezmetabolizowanej formie. Natomiast, w obrebie szlakow metabolicznych, glownym
szlakiem byta metylacja (13,6%) a glukuronowanie i sulfonowanie odgrywaty mniejsza role
w metabolizmie antocyjanow kapusty czerwonej u ludzi.

Analiza osocza krwi ochotnikow, ktore zostalo zebrane przed spozyciem obu produktow
uzyskanych z kapusty czerwonej, nie wykazala obecnosci zwigzkow z grupy antocyjandow
co dowodzi, ze =zastosowanie 72-godzinnej diety wolnej od antocyjanéw przed
rozpoczeciem doswiadczenia bylo wystarczajace na wymycie tych substancji z organizmow
ochotnikow (zalgcznik 4, praca W4: Table 2). Natomiast analiza osocza krwi po spozyciu
kapusty czerwonej wykazata, Zze antocyjany byly wchlaniane w postaci natywnej ale
podlegaty rowniez metabolizmowi (metylacji, glukuronowaniu, sulfonowaniu). Generalnie,
profil wchtaniania poszczegodlnych antocyjanow z obu produktow byl podobny. Antocyjany
wystepowaty w osoczu krwi juz po 30 min od spozycia $wiezej (50,98 + 4,12 nmol/L) i
fermentowanej (63,66 + 3,31 nmol/L) kapusty czerwonej co wskazuje, ze zwiazki te, nie
zaleznie od ich Zrodla, sa wchianiane w gornych odcinkach przewodu pokarmowego.
Weczesniejsze badania réwniez dowodza, Zze antocyjany sa wchtaniane zard6wno w Zotadku
jak i jelicie cienkim (Passamonti i in. 2003; Talavera i in. 2004). Ponadto, uwaza sie, ze we
wchtanianiu antocyjandw uczestniczy transporter jonéw organicznych, bilitranslokaza (TC
2.A.65.1.1) (Passamonti i in. 2002). Natomiast inne badania wskazuja, ze w przekraczaniu
antocyjanow przez blony jelitowe moze uczestniczy¢ transporter cukréw (Mulleder i in.
2002).

Wazrost stgzenia antocyjandw w osoczu krwi ochotnikéw w ciggu pierwszych 30 min byt
istotnie szybszy po spozyciu fermentowanej kapusty czerwonej niz po spozyciu kKapusty
swiezej (zalgcznik 4, praca W4: Fig. 1A). Przynajmniej po czgsci, zjawisko to moze
wynika¢ z lepszego wchlaniania antocyjanow z ,;rozluznionej” matrycy fermentowanej
kapusty czerwonej w porownaniu do ,,nienaruszonej” matrycy swiezej kapusty czerwonej.
W tym czasie, po spozyciu §wieze] kapusty czerwone] prawie 14% ogolnej ilosci
antocyjanow znalezionych w osoczu krwi wystepowato w postaci natywnych antocyjanow,
podczas gdy po spozyciu kapusty fermentowanej ponad 20% ogdlnej zawartosci
antocyjanow wystepowato w postaci natywnej. Wyzszy udzial procentowy natywnych
antocyjanow w osoczu krwi ochotnikéw w 30 min po spozyciu fermentowanej kapusty niz
po spozyciu kapusty $wiezej rowniez wskazuje na tatwiejsze wchtanianie pochodnych
cyjanidyny z ,,rozmigkczonej” matrycy kapusty fermentowanej. W pozostatych punktach
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pomiarowych stezenie antocyjandow w osoczu krwi po spozyciu kapusty $wiezej bylo
wyzsze niz po spozyciu kapusty fermentowanej. Ponadto, po jednej godzinie od spozycia
kapusty fermentowanej st¢zenie antocyjanéw w osoczu (34,48 + 5,32 nmol/L) spadio
ponizej poziomu znalezionego w 30 min by nast¢pnie wzrosng¢ do maksymalnej wartosci
(64,02 + 4,87 nmol/L) w drugiej godzinie od spozycia tej kapusty. Zjawisko to moglo
powsta¢ poniewaz W pierwszej fazie po spozyciu fermentowanej kapusty czerwonej
nastgpito szybkie wchlonigcie puli antocyjanow luzno zwigzanych z ,rozmigkczong”
matryca kapusty fermentowanej co skutkowato wyzszym stezeniem antocyjandw w osoczu
krwi ochotnikow zebranym w 30 min po spozyciu kapusty fermentowanej w porownaniu do
kapusty $wiezej. Natomiast, gdy w goérnym odcinku przewodu pokarmowego wyczerpata
si¢ pula tatwo dostepnych antocyjandéw nastapit znaczacy spadek stezenia antocyjanow w
pierwszej godzinie od spozycia kapusty fermentowanej. W przypadku obu produktéw
maksymalne st¢zenie antocyjandw zostato znalezione po 2 godzinach od ich spozycia.
Podobny czas maksymalnego stezenia antocyjanéw w osoczu ochotnikow stwierdzono
réwniez po spozyciu fioletowej marchwi zawierajacej antocyjany acylowane (Kurilich i in.
2005; Novotny i in. 2012). W moich badaniach maksymalne st¢zenie antocyjanow w osoczu
Krwi po spozyciu $wiezej kapusty czerwonej bylo prawie o 26% wyzsze niz po spozyciu
kapusty fermentowanej. Od drugiej godziny po spozyciu obu produktow z kapusty
czerwonej stezenie antocyjandéw w osoczu Krwi zmniejszato si¢ stopniowo wyniku
intensywnego metabolizmu. Ostatecznie w 24 godzinie po spozyciu $wiezej i
fermentowanej kapusty czerwonej stezenie antocyjandéw w osoczu wynosito odpowiednio
3,55+ 1,38 nmol/L i 1,99 £+ 0,53 nmol/L.

Pole powierzchni pod krzywa, przedstawiajaca zalezno$¢ stezenia antocyjanow W 0S0CzU
ochotnikéw od czasu (AUC), bedagce markerem biodostepnosci, po spozyciu $wiezej
kapusty czerwonej bylo ponad 25,5% wigksze niz po spozyciu kapusty fermentowanej.
Poniewaz dawka antocyjanow spozyta przez ochotnikéw wraz z kapusta swieza byta o 15%
wyzsza w poroOwnaniu do ilosci antocyjandéw przyjetych po spozyciu kapusty
fermentowanej, dlatego ostatecznie biodostepnos¢ antocyjandéw po spozyciu S$wiezej
kapusty zostala wyliczona na wyzszg o 10,5% w porownaniu do kapusty fermentowane;.

Poniewaz antocyjany majg tendencj¢ do gromadzenia si¢ w wakuolach roslin, dlatego
moga by¢ tatwo uwalniane z tkanek w wyniku réznych procesow powodujacych
uszkodzenie tkanek, miedzy innymi podczas procesu fermentacji. Zatem podczas procesu
fermentacji mogta zosta¢ utworzona ogromna pula antocyjanéw niezwigzanych trwale z
matrycg fermentowanej kapusty czerwonej i ostatecznie mogta zosta¢ tatwo zaabsorbowana.
Niestety, w organizmach ludzi moze dochodzi¢ do zjawiska wysycenia mechanizmu
absorpcji antocyjandw co istotnie wplywa na stezenie tych zwigzkéw w osoczu (Kurilich i
in. 2005). W moim do$wiadczeniu wysycenie procesu absorpcji antocyjanow mogto miec
miejsce na poczatku procesu wchlaniania antocyjanéw z fermentowanej kapusty czerwonej
(w ciggu pierwszych 30 minut po spozyciu kapust), gdy duza ilo$¢ antocyjandw
niezwigzanych trwale z matryca znalazta si¢ w Srodowisku gornego odcinka przewodu
pokarmowego. Konsekwencja tego zjawiska bylo wyzsze stezenie antocyjandéw w osoczu
krwi ochotnikow w ciggu 24 godzin po spozyciu $wiezej kapusty czerwonej niz po spozyciu
kapusty fermentowanej. Jednak, z drugiej strony, gdy badano wptyw rdéznej dawki
antocyjanow podawanej w postaci kapusty czerwonej na biodostepnos¢ tych zwigzkéw nie
zaobserwowano wystgpienia mechanizmu wysycenia procesu wchtaniania (Charron 1 in.
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2007). Jednak w cytowanej pracy dla wszystkich zastosowanych dawek antocyjanow
zastosowano tg samg matryc¢ zywieniowa ($wiezg kapuste czerwong). Natomiast, w moim
eksperymencie i do§wiadczeniach Kurilicha 1 in. (2005) wykorzystano dwie rozne matryce,
poddang obrobee (odpowiednio, fermentowang kapuste Czerwong i gotowang marchew
fioletowg) i bez obrobki (odpowiednio, $wieza kapuste Czerwong i surowg marchew
fioletowg). Dlatego wydaje sie, ze gdy podobna doustna dawka antocyjanéw jest stosowana,
gléwny wplyw na procesy absorpcji, a zatem na poziom biodostepnosci barwnikoéw, ma
matryca zywno$ci i Wysycenie mechanizmu absorpcji antocyjanow.

Podobnie jak w przypadku analizy osocza, w moczu ochotnikoéw zebranym przed
spozyciem produktow z kapusty czerwonej nie stwierdzono obecnosci pochodnych
cyjanidyny. Profil wydalania poszczegdlnych antocyjanow z moczem po spozyciu obu
produktéw byt podobny (zafgcznik 4, praca W4: Fig. 1B, Table 3). Zar6wno po spozyciu
kapusty fermentowanej jak i $wiezej najwyzsze tempo wydalania antocyjandéw z moczem
stwierdzono w przedziale czasowym pomiedzy 1 a 2 godzing. Jednak po spozyciu swiezej
kapusty czerwonej (289,35 + 23,23 nmol/h) tempo wydalania tych zwigzkéw z moczem
byto o ponad 30% wyzsze niz po spozyciu kapusty fermentowanej (193,18 + 33,11 nmol/h).
Nastegpnie, tempo wydalania antocyjanow z moczem stopniowo spadato by w okresie 12-24
godzina od spozycia uzyskato poziom 2,36 + 1,91 nmol/h w przypadku $wiezej kapusty
czerwonej i poziom 2,46 + 1,54 nmol/h w przypadku kapusty fermentowanej. Sumarycznie,
po spozyciu §wiezej kapusty czerwonej w ciggu 24 godzin z moczem zostato wydalonych
0,09 + 0,004% (Ae = 1283,31 + 36,90 nmol) spozytych antocyjandéw, podczas gdy po
spozyciu kapusty fermentowanej 0,07 £ 0,002% (Ae = 928,68 + 28,13 nmol). Odzysk
antocyjanOw w moczu po spozyciu kapusty swiezej byt ponad 22% wyzszy niz po spozyciu
kapusty fermentowanej. Pole powierzchni pod krzywa, przedstawiajaca zalezno$¢ tempa
wydalania antocyjanow z moczem o0d czasu (AURC) bedace kolejnym markerem
biodostepnosci, po spozyciu kapusty $wiezej byto o 29% wyzsze niz po spozyciu kapusty
fermentowanej. Jak wida¢ wyniki dotyczace wydalania antocyjandbw z moczem rowniez
wskazujag na wyzszg biodostepno$¢ antocyjandéw po spozyciu kapusty $wiezej niz po
spozyciu kapusty fermentowanej. Przy czym, profil gromadzenia si¢ antocyjanéw w moczu
po spozyciu obu produktéw byt podobny. Najwyzsze tempo gromadzenia antocyjanéw w
oczu wystapito w przedziale czasowym 0-6 h. W tym czasie, w moczu znaleziono az 83%
zidentyfikowanych w ciggu 24 h antocyjanow.

W niniejszych badaniach zaobserwowano réznicg w odzysku z moczem antocyjanow
nieacylowanych i acylowanych. Odzysk antocyjanow nieacylowanych, monoacylowanych i
diacylowanych po spozyciu §wiezej kapusty czerwonej wynosit odpowiednio 0,28%, 0,07%
1 0,03% podczas gdy po spozyciu fermentowanej kapusty czerwonej ksztattowal sig
odpowiednio na poziomie 0,20%, 0,05% i 0,03%. Odzysk antocyjanéw monoacylowanych
byt 4 razy mniejszy niz odzysk antocyjandéw nieacylowanych. Natomiast odzysk
antocyjanow diacylowanych w stosunku do antocyjanéw monoacylowanych oraz
diacylowanych w stosunku do nieacylowanych byl odpowiednio mniejszy 0 2 i 8 razy.
Roéwniez inni badacze (Kurilich i in. 2005; Charron i in. 2007) zaobserwowali roznice w
odzysku antocyjandéw nieacylowanych i acylowanych po spozyciu produktow bogatych w
antocyjany. Obserwacje te wskazuja, ze wielko$¢ czasteczki (antocyjany nieacylowane maja
mniejszg czasteczke niz antocyjany acylowane) i powinowactwo do wody (antocyjany
nieacylowane sg mniej hydrofobowe niz antocyjany acylowane) (Charron i in. 2007) moga
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wplywaé na biodostepnos¢ nieacylowanych i acylowanych antocyjanow. Przy czym, nie
mozna wykluczyé wplywu odlaczenia reszty acylowej z czasteczki antocyjanow
acylowanych jako czynnika ograniczajacego odzysk antocyjanow acylowanych (Kurilich i
in. 2005).

Przed analiza pojemnosci przeciwutleniajacej osocza krwi ochotnikéw, w celu
wyeliminowania zmiennos$ci mi¢dzyosobniczej, probki osocza zostaly potgczone zgodnie z
czasem pobrania krwi i1 rodzajem spozytego produktu. Tak jak zostalo przedstawione
powyzej, antocyjany pojawity si¢ w osoczu krwi ochotnikow w 30 min po spozyciu $wiezej
i fermentowanej kapusty czerwonej. Nastepnie stezenie tych zwigzkéw wzrosto do poziomu
86,39 1 64,02 nmol/L w 2 godzinie od spozycia. W kolejnych godzinach st¢zenie
antocyjanow sukcesywnie spadato do poziomu 2,55 i 1,99 nmol/L w 24 godzinie. Takim
zmianom stezenia antocyjanéw w osoczu towarzyszyl podobny schemat zmian pojemnosci
przeciwutleniajacej osocza mierzonej w stosunku do substancji wykazujacych
powinowactwo do wody (metoda PCL ACW) (zalgcznik 4, praca W4: Fig. 2). Maksymalng
warto$¢ pojemnosci przeciwutleniajacej osocza ochotnikéw okre§long metoda PCL ACW
znaleziono w 2 godzinie po spozyciu obu produktéw uzyskanych z kapusty czerwonej, przy
czym po spozyciu kapusty Swiezej byla ona wyzsza o 27% niz po spozyciu kapusty
fermentowanej. Rowniez, pole powierzchni pod krzywa przedstawiajaca zaleznos$¢ zmian
pojemnosci przeciwutleniajgcej osocza od czasu, po spozyciu kapusty swiezej byto prawie o
30% wyzsze niz po spozyciu kapusty fermentowanej. Podobnie jak w przypadku stezenia
antocyjanow w 0S0czu, tak pojemno$¢ przeciwutleniajgca osocza ochotnikow tylko w 30
min po spozyciu kapusty fermentowanej byla wyzsza w poréwnaniu do kapusty swiezej. W
moich badaniach po raz pierwszy wykazano, ze proces fermentacji kapusty czerwonej
poprzez obnizenie biodostepnosci antocyjandéw z tego produktu wplywa istotnie na
pojemno$¢ przeciwutleniajaca osocza o0sOb spozywajacych fermentowana kapuste
czerwong. Wyjasnienia tego zjawiska mozna doszukiwac si¢ w nastgpujacych aspektach. Po
pierwsze, stezenie pochodnych cyjanidyny, silnych hydrofilowych przeciwutleniaczy in
vitro (Kahkonen i Heinonen, 2003; Galvano i in. 2004) po spozyciu §wiezej kapusty
czerwonej bylo wyzsze niz po spozyciu kapusty fermentowanej. Wyjatek od tej reguty
wystepowal w 30 minut, gdy stezenie antocyjanow bylo wyzsze po spozyciu kapusty
fermentowanej. Przy czym to tylko potwierdza powyzsze zatoZenia, poniewaz w tym czasie
pojemno$¢ przeciwutleniajgca osocza ochotnikow byta réwniez wyzsza W poréwnaniu do
tej uzyskanej po spozyciu kapusty §wiezej. Po drugie, metoda PCL ACW jest kierowana do
pomiaru pojemnosci przeciwutleniajacej substancji wykazujacej powinowactwo do wody a
antocyjany stanowig wtasnie takg grupe zwigzkow biologicznie aktywnych.

W innych badaniach wykazano zaréwno pozytywny wptyw (Mertens-Talcott i in. 2008;
Avila-Nava i in. 2014;) jak i brak wptywu (Da Silva i in. 2014; McAnulty i in. 2014)
spozycia owocOw 1 warzyw na pojemno$¢ przeciwutleniajgcg o0socza krwi ludzi. Ta
rozbiezno$¢ moze w pewnym stopniu wynikac¢ z réznych: fenotypow ochotnikoéw/zwierzat
uczestniczacych w eksperymentach, rodzajow uzywanych testow do pomiaru whasciwosci
przeciwutleniajacych, grup analizowanych fitozwigzkow oraz rodzajow matrycy
spozywanych produktow.

Podsumowujac, niniejsze badania sg pierwszymi demonstrujagcymi wptyw procesu
fermentacji kapusty czerwonej na biodostepno$¢ antocyjandéw oraz opisujacymi jak
spozywanie $wiezej 1 fermentowanej kapusty czerwonej zmienia pojemnos¢
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przeciwutleniajacg osocza krwi ochotnikow. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze
biodostgpnos¢ antocyjanow z §wiezej kapusty czerwonej jest wyzsza niz z fermentowane;j
kapusty czerwonej, a gltownymi czynnikami decydujacymi o tym stanie s3 matryca
zywnos$ciowa i wysycenie mechanizmu wchlaniania tych barwnikéw. Ponadto,
przeprowadzone badania dowodza, ze po spozyciu produktow z kapusty czerwonej
antocyjany wystepuja w ptynach fizjologicznych ochotnikow w postaci 18 natywnych
glukozydow cyjanidyny oraz 12 metabolitow (metylowanych, glukuronowanych,
sulfonowanych i kombinowanych pochodnych cyjanidyny), przy czym 10 zwigzkow w
ramach metabolitow zostata zidentyfikowana po raz pierwszy po spozyciu kapusty
czerwonej.

Kolejnym osiagnigciem tych badan jest wykazanie, ze pojemno$¢ przeciwutleniajaca
osocza krwi ochotnikdw po spozyciu $wiezej kapusty czerwonej jest wyzsza niz po
spozyciu fermentowanej kapusty czerwonej, co jest prawdopodobnie zwigzane z wyzszym
stezeniem pochodnych cyjanidyny - silnych hydrofilowych przeciwutleniaczy in vitro - w
osoczu krwi ochotnikow. Wskazuje to, ze metabolity cyjanidyny obecne w krazeniu
ogblnym po spozyciu produktow z czerwonej kapusty moga dziata¢ jako antyoksydanty.
Zatem, produkty z kapusty czerwonej sa bogatym Zrodtem biodostepnych pochodnych
cyjanidyny i mogg by¢ stosowane jako naturalne sktadniki produktow spozywczych i/lub
dietetyczne przeciwutleniacze, w szczegdlnosci gdy brana jest pod uwage profilaktyka
chor6b zwigzanych z uszkodzeniem oksydacyjnym.

Przedstawione powyzej badania zostaly zawarte w czwartej publikacji (praca WA4)
dokumentujacej osiaggniecie naukowe, tj.: Wiczkowski W., Szawara-Nowak D., Romaszko
J. The impact of red cabbage fermentation on bioavailability of anthocyanins and
antioxidant capacity of human plasma. Food Chemistry, 2016, 190, 730-740.

e) Literatura

1.

Aaby, K., Wrolstad, R.E., Ekeberg, D., Kkrede, G. (2007). Polyphenol composition and
antioxidant activity in strawberry puree; impact of achene level and storage. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 55, 5156-5166.

Arapitsas, P., Sjoberg, P.J.R., Turner, Ch. (2008). Characterization of anthocyanins in red
cabbage using high resolution liquid chromatography coupled with photodiode array
detection and electrospray ionization-linear ion trap mass spectrometry. Food Chemistry,
109, 219-226.

Avila-Nava, A., Calderon-Oliver, M., Medina-Campos, O.N., Zou, T., Gu, L., Torres, N.,
Tovar, A.R., Pedraza-Chaverri, J. (2014). Extract of cactus (Opuntia ficus indica) cladodes
scavenges reactive oxygen species in vitro and enhances plasma antioxidant capacity in
humans. Journal of Functional Foods, 10, 13-24.

Azeredo, H.M.C. (2009). Betalains: properties, sources, applications, and stability - a
review. International Journal of Food Science and Technology, 44, 2365-2376.

Azuma, K., Ohyama, A., Ippoushi, K., Ichiyanagi, T., Takeuchi, A., Saito, T., Fukuoka, H.
(2008). Structures and antioxidant activity of anthocyanins in many accessions of eggplant
and its related species. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56, 10154-10159.
Bakowska-Barczak, A. (2005). Acylated anthocyanins as stable, natural food colorants - a
review. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences 14/55, 107-116.

30



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Bisakowski, B., Atwal, A.S., Gardner, N., Champagne, C.P. (2007). Effect of lactic acid
fermentation of onions (Allium cepa) on the composition of flavonol glucosides.
International Journal of Food Science and Technology, 42, 783-789.

Castaneda-Ovando, A., Pacheco-Hernandez, Ma. L., Paez-Hernandez, Ma. Rodriguez, J.
A., Galan-Vidal, C.A. (2009). Chemical studies of anthocyanins: A review. Food
Chemistry, 113, 859-871.

Cermak, R., Durazzo, A., Maiani, G.,Béhm,V., Kammerer, D. R., Carle,
R., Wiczkowski, W., Piskuta, M. K., Galensa, R. (2009). The influence of postharvest
processing and storage of foodstuffs on the bioavailability of flavonoids and phenolic
acids. Molecular Nutrition & Food Research, 53, S184-S193.

Charron, C.S., Clevidence, B.A., Britz, S.J., Novotny, J.A. (2007). Effects of dose size on
bioavailability of acylated and nonacylated anthocyanins from red cabbage (Brassica
oleracea L. var. capitata). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55, 5354-5362.
Charron, C.S., Kurilich, A.C., Clevidence, B.A., Simon, P.W., Harrison, D.J., Britz, S.J.,
Baer, D.J., Novotny, J.A. (2009). Bioavailability of anthocyanins from purple carrot juice:
effects of acylation and plant matrix. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 57,
1226-1230.

Clifford, M.N. (2000). Anthocyanins — nature, occurrence and dietary burden. Journal of
the Science of Food and Agriculture, 80, 1063-1072.

Da Silva, J.K., Cazarin, C.B.B., Batista, A.G., Marostica, M.Jr. (2014). Effects of passion
fruit (Passiflora edulis) byproduct intake in antioxidant status of Wistar rats tissues. LWT —
Food Science and Technology, 59, 1213-12109.

Davey, M.W., Van Montagu, M., Inze, D., Sanmartin, M., Kanellis, A., Smirnoff, N., Iris,
J., Benzie, 1. J.J., Strain, J.J., Favell, D., Fletcher, J. (2000). Plant L-ascorbic acid:
Chemistry, function, metabolism, bioavailability and effects of processing. Journal of the
Science of food and Agriculture, 80, 825-860.

Del Castillo M.D., Gordon, M.H., Ames, J.M. (2005). Peroxyl radical-scavenging activity
of coffee brews. European Food Research and Technology, 221, 471-477.

De Pascual-Teresa, S., Sanchez-Ballesta, M.T. (2008). Anthocyanins: from plant to health.
Phytochemistry Reviews, 7, 281-299.

Fernandes, I., Faria, A., Calhau, C., de Freitas, V., Mateus, N. (2014). Bioavailability of
anthocyanins and derivatives. Journal of Functional Foods, 7, 54-66.

Galvano, F., La Fauci, L., Lazzarino, G., Fogliano, V., Ritieni, A., Cappellano, S.,
Battistini, N.C., Gavazzi, B., Galvano, G. (2004). Cyanidins: metabolism and biological
properties. Journal of Nutritional Biochemistry, 15, 2-11.

Ghosh D.K. (2005). Anthocyanins and anthocyanin-rich extracts in biology and medicine:
biochemical, cellular and medicinal properties. Current Topics in Nutraceutical Research,
3, 113-124.

Giusti, M.M, Wrolstad, R.E. (2003). Acylated anthocyanins from edible sources and their
applications in food systems. Biochemical Engineering Journal, 14, 217-225.

Hassimotto, N.M.A., Genovese, M.I., Lajolo, F.M. (2005). Antioxidant activity of dietary
fruits, vegetables, and commercial frozen fruit pulps. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 53, 2928-2935.

31



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Hartmann, A., Patz, C-D., Andlauer, W., Dietrich, H., Ludwig, M. (2008). Influence of
processing on quality parameters of strawberries. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 56, 9484-9489.

Ichiyanagi, T., Terahara, N., Rahman, M., Konishi, T. (2006). Gastrointestinal uptake of
nasunin, acylated anthocyanin in eggplant. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
54, 5306-5312.

Juskiewicz, J., Zdunczyk, Z., Jurgonski, A., Brzuzan, L., Godycka-Klos, 1., Zary-Sikorska,
E. (2008). Extract of green tea leaves partially attenuates streptozotocin-induced changes
in antioxidant status and gastrointestinal functioning in rats. Nutrition Research, 28, 343-
349.

Kahkonen, M.P., Heinonen, M. (2003). Antioxidant activity of anthocyanins and their
aglycons. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 628-633.

Kanner, J., Harel, S., Granit, R. (2001). Betalains — a new class of dietary cationized
antioxidant. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49, 5178-5185.

Kong, J.M., Chia, L.S., Goh, N. K., Chia, T.F., Brouillard, R. (2003). Analysis and
biological activities of anthocyanins. Phytochemistry, 64, 923-933.

Kurilich, A.C., Clevidence, B.A., Britz, S.J., Simon, P.W., Novotny, J.A. (2005). Plasma
and urine responses are lower for acylated anthocyanins vs nonacylated anthocyanins from
raw and cooked purple carrots. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 6537-
6542.

Lila M.A. (2004). Anthocyanins and human health: an in vitro investigative approach.
Journal of Biomedicine and Biotechnology, 5, 306-313.

Markakis, P. (1982). Stability of anthocyanins in foods. In P. Markakis, Anthocyanins as
food colors (pp. 163-180). New York: Academic Press.

Matsufuji, H., Kido, H., Misawa, H., Yaguchi, J., Otsuki, T., Chino, M., Takeda, M.,
Yamagata, K. (2007). Stability to light, and hydrogen peroxide at different pH values and
DPPH radical scavenging activity of acylated anthocyanins from red radish extract.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55, 3692-3701.

McAnulty, L.S., Collier, S.R., Landram, M.J., Whittaker, D.S., Isaacs, S.E., Klemka, J.M.,
Cheek, S.L., Arms, J.C., McAnulty, S.R. (2014). Six weeks daily ingestion of whole
blueberry powder increases natural killer cell counts and reduces arterial stiffness in
sedentary males and females. Nutrition Research, 34, 577-584.

McDougall, G.J., Fyffe, S., Dobson, P., Stewart, D. (2007). Anthocyanins from red
cabbage — stability to simulated gastrointestinal digestion. Phytochemistry, 68, 1285-1294.
McGhie, T.K., Walton, M.C. (2007). The bioavailability and absorption of anthocyanins:
Towards a better understanding. Molecular Nutrition & Food Research, 51, 702-713.
Mertens-Talcott, S.U., Rios, J., Jilma-Stohlawetz, P., Pacheco-Palencia, L.A., Meibohm,
B., Talcott, S.T., Derendorf, H. (2008). Pharmacokinetics of anthocyanins and antioxidant
effects after the consumption of anthocyanin-rich acai juice and pulp (Euterpe oleracea
Mart.) in human healthy volunteers. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56,
7796-7802.

Morand, Ch., Manach, C., Crespy, V., Remesy, Ch. (2000). Quercetin 3-O-p-glucoside
is better absorbed than other quercetin forms and is not present in rat plasma. Free
Radical Research, 33, 667-676.

32



37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

Moreno, D. A., Garcia-Viguera, C., Gil, J. 1., Gil-lzquierdo, A. (2008). Betalains in the era
of global agric-food science, technology and nutritional health. Phytochemistry Reviews,
7, 261-280.

Murase H., Moon J-H., Yamauchi R., Kato K., Kunieda T., Yoshikawa T.,
Terao J. (1998). Antioxidant activity of a novel vitamin E derivative,
2-(a-p-gluccopyranosyl)methyl-2,5,7,8-tetramethylchroman-6-ol. Free Radical Biology
and Medicine, 24, 217-225.

Mulleder, U., Murkovic, M., Pfannhauser, W. (2002). Urinary excretion of cyanidin
glycosides. Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 53, 61-66.

Novotny, J.A., Clevidence, B.A., Kurilich, A.C. (2012). Anthocyanin Kkinetics are
dependent on anthocyanin structure. British Journal of Nutrition, 107, 504-509.

Oki, T., Suda, I., Terahara, N., Sato, M., Hatakeyama, M. (2006). Determination of
accylated anthocyanin in human urine after ingesting a purple-fleshed sweet potato
beverage  with  various contents of anthocyanin by  LC-ESI-MS/MS.
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 70, 2540-2543.

Passamonti, S., Vrhovsek, U., Mattivi, F. (2002). The interaction of anthocyanins with
bilitranslocase. Biochemical and Biophysical Research Communications, 296, 631-636.
Passamonti, S., Vrhovsek, U., Vanzo, A., Mattivi, F. (2003). The stomach as a site for
anthocyanins absorption from food. FEBS Letters, 544, 210-213.

Piccaglia, R., Marotti, M., Baldoni, G. (2002). Factors influencing anthocyanin content in
red cabbage (Brassica oleracea var capitata L f rubra (L) Thell). Journal of the Science of
Food and Agriculture, 82, 1504-1509.

Piskuta, M. (2000). Factors affecting flavonoids absorption. BioFactors, 12, 175-177.
Piskula M.K., Terao J. (1998). Quercetin’s solubility affects its accumulation in rat plasma
after oral administration. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46, 4313-4317.
Pliszka, B., Huszcza-Ciolkowska, G., Mieleszko, E., Czaplicki, S. (2009). Stability and
antioxidative properties of acylated anthocyanins in three cultivars of red cabbage
(Brassica oleracea L. var. capitata L. f. rubra). Journal of the Science of Food and
Agriculture, 89, 1154-1158.

Podsedek, A. (2007). Natural antioxidants and antioxidant capacity of Brassica vegetables:
A review. LWT — Food Science and Technology, 40, 1-11.

Pourcel, L., Routaboul, J-M., Cheynier, V., Lepiniec, L., Debeaujon, I. (2007). Flavonoid
oxidation in plants: from biochemical properties to physiological functions. Trends in
Plant Science, 12, 29-36.

Prior, R.L., Wu, X., Schaich, K. (2005). Standardized methods for the determination of
antioxidant capacity and phenolics in foods, and dietary supplements. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 53, 4290-4302.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C.A. (1999).
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free
Radical Biology and Medicine, 26, 1231-1237.

Rice-Evans C.A., Miller N.J., Paganga G. (1996). Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radical Biology and Medicine, 20,
933-956.

33



53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Sadilova, E., Carle, R., Stintzing, F.C. (2007). Thermal degradation of anthocyanins and
its impact on color and in vitro antioxidant capacity. Molecular Nutrition & Food
Research, 51, 1461-1471.

Scalzo, R.L., Genna, A., Branca, F., Chedin, M., Chassaigne, H. (2008). Anthocyanin
composition of cauliflower (Brassica oleracea L. var. botrytis) and cabbage (B. oleracea
L. var. capitata) and its stability in relation to thermal treatments. Food Chemistry, 107,
136-144.

Shimoi, K., Saka, N., Kaji, K., Nozawa, R., Kinae, N. (2000). Metabolic fate of luteolin
and its functional activity at focal site. BioFactors, 12, 181-186.

Shimoi, K., Saka, N., Nozawa, R., Sato, M., Amano, |., Nakayama, T., Kinae, N. (2001).
Deglucuronidation of a flavonoid, luteolin monoglucuronide, during inflammation. Drug
Metabolism and Disposition, 29, 1512-1524.

Strack, D., Vogt, T., Schliemann, W. (2003). Recent advance in betalain research.
Phytochemistry, 62, 247-2609.

Talavera, S., Felgines, C., Texier, O., Besson, C., Manach, C., Lamaison, J.L., Remesy, C.
(2004). Anthocyanins are efficiently absorbed from the small intestine in rats. Journal of
Nutrition, 134, 2275-2279.

Truong, V-D., Deighton, N., Thompson, R.T., McFeeters, R.F., Dean, L.O.D., Pecota,
K.V., Yencho, G.C. (2010). Characterization of anthocyanins and anthocyanidins in
purple-fleshed sweetpotatoes by HPLC-DAD/ESI-MS/MS. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 58, 404-410.

Vitaglione, P., Donnarumma, G., Napolitano, A., Galvano, F., Gallo, A., Scalfi, L.,
Fogiliano, V. (2007). Protocatechuic acid is the major human metabolite of cyaniding-
glucosides. Journal of Nutrition, 137, 2043-2048.

Volden, J., Borge, G.l.A., Bengtsson, G.B., Hansen, M., Thygesen, |.E., Wicklund, T.
(2008). Effect of thermal treatment on glucosinolates and antioxidant-related parameters
in red cabbage (Brassica oleracea L. ssp. capitata f. rubra). Food Chemistry, 109, 595-
605.

Wiczkowski, W., Nemeth, K., Bucinski, A., Piskuta, M.K. (2003). Bioavailability
quercetin from fresh scales and dry skin of onion in rats. Polish Journal of Food and
Nutrition Sciences, 12/53, 95-99.

Wiczkowski, W., Piskuta, M.K. (2004). Food flavonoids. Polish Journal of Food and
Nutrition Sciences, 13/54, 101-114.

Wiczkowski, W., Romaszko, J., Bucinski, A., Szawara-Nowak, D., Honke, J. Zielinski,
H., Piskuta, M.K. (2008). Quercetin from shallot (Allium cepa var. Aggregatum) is more
bioavailable than its glucosides. Journal of Nutrition, 138, 885-889.

Wiczkowski, W., Szawara-Nowak, D., Topolska, J., Olejarz, K., Zielinski, H., Piskuta, M.
K. (2014). Metabolites of dietary quercetin: profile, isolation, identification, and
antioxidant activity. Journal of Functional Foods, 11, 121-129.

Wu, X., Beecher, G.R., Holden, J.M., Haytowitz, D., Gebhardt, S.E., Prior, R.L. (2004).
Lipophilic and hydrophilic antioxidant capacities of common foods in the United States.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52, 4026-4037.

Wu, X., Beecher, G.R., Holden, J.M., Haytowitz, D.B., Gebhardt, S.F., Prior, R.L. (2006).
Concentrations of anthocyanins in common foods in the United States and estimation of
normal consumption. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54, 4069-4075.

34



68. Wu, X., Prior, R.L. (2005). Identification and characterization of anthocyanins by high-
performance liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry in
common foods in the United States: vegetables, nuts, and grains. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 53, 3101-3113.

69. Young J.F., Nielsen S.E., Haraldsdottir J., Daneshvar B., Lauridsen S.T., Knuthsen P.,
Crozier A., Sandstrom B., Dragsted L.O. (1999). Effect of fruit juice intake on urinary
quercetin excretion and biomarkers of antioxidative status. American Journal of Clinical
Nutrition, 69, 87-94.

70. Zafra-Stone, S., Yasmin, T., Bagchi, M., Chatterjee, A., Vinson, J.A., Bagchi, D. (2007).
Berry anthocyanins as novel antioxidants in human health and disease prevention.
Molecular Nutrition & Food Research, 51, 675-683.

71. Zhu, F., Cai, Y-Z., Yang, X., Ke, J., Corke, H. (2010). Anthocyanins, hydroxycinnamic
acid derivatives, and antioxidant activity in roots of different Chinese purple-fleshed
sweetpotato genotypes. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58, 7588-7596.

72. Zielinska, D., Wiczkowski, W., Piskuta, M.K. (2008). Determination of the relative
contribution of quercetin and its glucosides to the antioxidant capacity of onion by cyclic
voltammetry and spectrophotometric methods. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 56, 3524-3531.

V. Omowienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo-badawczych, dydaktycznych i organizacyjnych.

a) Aktywno$¢ naukowo-badawcza, dydaktyczna i organizacyjna przed uzyskaniem stopnia
naukowego doktora.

W roku 2000 (11.05.2000) ukonczylem studia z wyroznieniem obrong pracy
magisterskiej pt. ,,Produktywnos¢ rzepaku jarego, warto$¢ technologiczna nasion i ich
produktéw w aspekcie stosowanych srodkow ochrony roslin”, ktérg zrealizowatem w
Katedrze Ochrony Ro$lin Wydziatu Rolnictwa i Ksztattowania Srodowiska Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (UWM Olsztyn) pod kierunkiem Prof. dr hab.
Danuty Murawy.

Badania realizowane w ramach pracy magisterskiej dotyczyly reakcji dwoch odmian
rzepaku jarego na zastosowanie kombinacji czterech wybranych chemicznych $rodkéw
ochrony roslin. W trakcie przeprowadzonych eksperymentow polowych 1 badan
laboratoryjnych analizowalem wptyw zastosowanych preparatow chemicznych na
plonowanie i sktad chemiczny nasion rzepaku jarego. Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze
rzepak jary dodatnio reagowal na stosowane zabiegi ochronne poprzez zwiekszenie plonu,
przy czym najwyzsze plony uzyskano w obiektach z pelng ochrong. Jednoczesnie
zastosowane preparaty nie wplynety istotnie na poziom tluszczu i profil analizowanych
kwasow tluszczowych oraz zawarto$¢ biatka w nasionach rzepaku jarego.

W tym samym roku (04.12.2000) rozpoczatem studia doktoranckie w Zaktadzie Podstaw
Technologii Zywnosci Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii
Nauk w Olsztynie (IRZiBZ PAN). W styczniu 2005 roku (14.01.2005) rozpoczalem prace
na etacie technologa w w/w Zakladzie IRZiBZ PAN. Tytut doktora nauk rolniczych w
zakresie technologii zywnosci i zywienia, chemii zywno$ci i zywienia cztowieka nadany
uchwata Rady Wydziat Nauki o Zywnosci Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
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Olsztynie uzyskatem w roku 2005 (11.05.2005) po obronie pracy doktorskiej pt.
»Porownanie biodostepnosci kwercetyny i jej glukozydéw z cebuli oraz okreslenie wpltywu
ich spozycia na stabilno$¢ oksydacyjng estrow cholesterolu osocza krwi konsumenta”, ktora
wykonatem pod kierunkiem Prof. dr hab. Mariusza Piskuly. Rozprawa doktorska zostata
wyrozniona decyzja Rady Wydziatu Nauki o Zywno$ci UWM Olsztyn.

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej dotyczyty analizy profilu i zawartosci
zwiazkow kwercetyny w cebulach uprawianych w Polsce, biodostgpnosci tych zwigzkow
oraz ich wptywu na procesy utleniania estrow cholesterolu osocza krwi ludzi. W badaniach
profilu i zawarto$ci zwigzkéw kwercetyny w materiale roslinnym oraz w osoczu Krwi
zwierzat 1 ludzi wykorzystatem opracowang przeze mnie metod¢ wysokosprawnej
chromatografii cieczcowej (HPLC) sprzezonej z detektorem diodowym (DAD) i
spektrometrem masowym wyposazonym w pojedynczy kwadrupol (MS) oraz metod¢ HPLC
sprzgzong z detektorem elektrochemicznym (ECD) opracowang przez Piskulg i Terao
(1998). Badania biodostepnosci zwigzkow kwercetyny przeprowadzono w ramach
opracowanej przeze mnie procedury nieklinicznych badan medycznych biodostgpnosci
fitozwigzkow zywnosci z udziatem ochotnikow oraz z udziatem szczuréw. Analize procesu
utleniania estrow cholesterolu osocza krwi ludzi przeprowadzono w warunkach ex vivo wg
zmodyfikowanej metody Murase i in. (1998).

Przebadane w pracy cebule charakteryzowaly si¢ bardzo duza zawarto$ciag zwigzkow
kwercetyny, przy czym badane rody hodowlane szalotki posiadaly wyzszg jej zawarto$¢ niz
odmian cebuli zwyczajnej. Najwyzszg zawarto$¢ kwercetyny znaleziono w suchych tuskach
okrywowych, a wérod migsistych tusek spichrzowych w pierwszej tusce zewnegtrznej. W
migsistych luskach spichrzowych kwercetyna wystgpowata niemal wylacznie w formie
glukozydowej ($rednio ponad 99% ogodlnej zawartosci kwercetyny), a w suchych tuskach
okrywowych dominujaca forma tego zwiazku byt jej aglikon ($rednio ponad 62% ogdlnej
zawartosci kwercetyny). W przeprowadzonych badaniach biodostgpnosci z udziatem
szczuréw a nastepnie ochotnikéw, w ktorych porownywano wchianianie kwercetyny i jej
glukozydow, a jako zrodto tych substancji wykorzystano suche tuski okrywajace i migsiste
tuski spichrzowe cebuli wykazano, ze biodostepnos¢ aglikonu kwercetyny byta lepsza od
biodostepnosci jej glukozydow. W trzecim etapie badan wykazano, ze spozycie pojedynczej
dawki suchych tusek cebuli powodowato wzrost stezenia kwercetyny - silnego
przeciwutleniacza in vitro - w osoczu krwi konsumenta do poziomu umolowego, ale nie
wptynelo istotnie na stabilno$¢ oksydacyjng estrow cholesterolu osocza krwi w
przeprowadzonych testach ex vivo.

W trakcie studiow doktoranckich, oprocz badan zwigzanych z praca doktorska
uczestniczytem w realizacji badan zwiazanych z analizg izoflawonow i katechin w materiale
ro§linnym oraz wystgpowaniem tych substancji oraz ich metabolitow w ptynach
fizjologicznych zwierzat po spozyciu produktow bogatych w badane fitozwigzki przy
wykorzystaniu metody HPLC-DAD-MS. Na tym etapie rozwoju naukowego mdj dorobek
obejmowal wspoétautorstwo 7 publikacji naukowych (lista w zalgczniku 6, punkt I1A), o
sumarycznym wspotczynniku IF = 4,281, sumie punktoéw MNiSW 62 (zgodnie z rokiem
opublikowania) i liczbie cytowan 50 oraz 14 komunikatoéw naukowych zaprezentowanych
na krajowych 1 migdzynarodowych konferencjach naukowych. W tym okresie bytem
rowniez wykonawcg dwoch projektow badawczych finansowanych ze srodkow KBN
(projektu pt. ,,Opracowanie metody in vitro oznaczania dostgpnosci zwigzkow biologicznie
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aktywnych zywno$ci na przykladzie flawonoidow”, nr PBZ-KBN/020/P06/1999/09;
projektu pt. ,,Biodostgpno$¢ antyoksydantow z produktéw otrzymanych z jablek i
brokutow”, nr PBZ-KBN/094/P06/2003/17) oraz uczestniczylem w organizowaniu dwodch
miedzynarodowych konferencji naukowych (EUROFOODTOX V, “Food Safety — a
challenge for processing of food of plant origin”, sierpief, 2002; CENEXFOOD Workshop
“Ethical and methodological aspects of phytochemicals biological activity estimation”,
czerwiec 2003). Ponadto przez sze$¢ semestrow bytem wspotprowadzacym ¢wiczenia z
zakresu przetworstwa i chemii surowcow roslinnych na Wydziale Nauki o Zywno$ci UWM
Olsztyn.

b) Aktywno$¢ naukowo-badawcza, dydaktyczna i1 organizacyjna po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora.

Od grudnia 2005 roku pracuje w IRZiBZ PAN w Olsztynie na stanowisku adiunkta.
Moja aktywno$é naukowo-badawcza w IRZiBZ PAN w Olsztynie w trakcie studiow
doktoranckich oraz po uzyskaniu stopnia naukowego doktora pozwolita mi na
wypracowanie wlasnego warsztatu badawczego oraz uksztattowanie oryginalnych
zainteresowan badawczych, ktore dotycza relacji pomiedzy odzywianiem, wchtanianiem i
metabolizmem zwiazkéw biologicznie aktywnych, stresem oksydacyjnym a zdrowiem.
Zgodnie z tym szeregiem, w pierwszej kolejnosci moje badania zwigzane sa z jakoSciows i
ilosciowg analizg substancji bioaktywnych w surowcach 1 produktach zywnosciowych oraz
paszach dla zwierzat. W prowadzonych badaniach analizuje wptyw czynnikow
genetycznych, stresu biotycznego i abiotycznego, proceséw technologicznych oraz
przechowywania na profil i zawarto$¢ fitozwigzkow w zywnosci i paszach (1). Nastepnie,
jezeli jest to konieczne, moje badania obejmujg procedury izolacji/otrzymywania z roslin
zwigzkow biologicznie aktywnych, ktore nie sa dostgpne w handlu aby mogly by¢
wykorzystane w badaniach wtasciwosci biologicznych (2). W kolejnym kroku moje badania
dotycza analizy biodostepnosci substancji bioaktywnych z ré6znych matryc pokarmowych w
eksperymentach z udzialem zwierzat 1 ludzi z jednoczesnym profilowaniem metabolitow
spozytych substancji bioaktywnych w ptynach fizjologicznych i tkankach. Jest to istotne
poniewaz w ciggu ztozonych procesdw biotransformacji spozytych fitozwigzkow w
organizmach ludzi i zwierzat w czasie wchtaniania, metabolizmu i dystrybucji powstaje
szereg metabolitow z ktoérych wiele pozostaje niezidentyfikowanych. Ostatecznie tysigce
metabolitow o nieokreslonej aktywnosci biologicznej wystepuje W ptynach biologicznych
organizmoéw ludzi i1 zwierzat 1 wptywa na ich homeostazg. W celu poznania 1 $ledzenia
relacji pomigdzy dietg a zdrowiem niezbedne jest zatem analizowanie catej gamy zwigzkow
obecnych w surowcu oraz produkcie, a po spozyciu rowniez ich metabolitow w plynach
biologicznych konsumenta. Dzigki temu staje si¢ mozliwe przewidywanie 1 $ledzenie
szlakow metabolicznych, co w konsekwencji moze pozwoli¢ na wnioskowanie dotyczace
zywieniowych przyczyn ewentualnych zaburzen (3). W koncowym etapie moje badania
obejmuja analizy wlasciwosci biologicznych probek roslinnych oraz pojedynczych
substancji w modelach in vitro, ex vivo i in vivo. Umozliwiajac tym samym okreslenie czy
czynnikiem decydujagcym o przebiegu danego procesu biologicznego jest konkretna
substancja, okreslony kompleks zwigzkéw czy moze caty zespot zwigzkéw obecnych w
badanej roslinie (4).
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W czasie mojej dotychczasowej kariery naukowej, poza badaniami stanowigcymi
osiggnigcie naukowe prezentowane W niniejszym opracowaniu (punkt 1V, ,, Charakterystyka
struktury chemicznej, profilu, aktywnosci przeciwutleniajgcej oraz biodostgpnosci i
przemian metabolicznych antocyjanow kapusty czerwonej”) podejmowatem réwniez
badania dotyczace innych fitozwigzkow (flawonoli, flawondéw, izoflawonow, flawononow,
kwasow fenolowych, katechin, betalain, kumestanow, tokoferoli, poliamin, zwigzkow
perfluorowanych) wedlug przedstawionego powyzej zakresu. Poniewaz zaprezentowane
zagadnienia badawcze wymagajg zastosowania odpowiednich narzedzi analitycznych,
dlatego moja aktywno$¢ naukowo-badawcza zwigzana jest rOwniez z opracowaniem a
nastepnie  Wykorzystaniem wilasciwych technik analitycznych, w szczegdlnosci metod
wysokosprawne] chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometrami masowymi
(QTRAP, QTOF) oraz detektorami UV-Vis, przemiatania widma, elektrochemicznymi i
fluorescencyjnymi.

Badania dotyczace charakterystyki struktury chemicznej, profilu, aktywnosci
przeciwutleniajacej oraz biodostepnosci 1 przemian metabolicznych antocyjanéow kapusty
czerwonej stanowigce mMoje osiggnigcie naukowe bedace podstawg do wszcezgcia
postgpowania habilitacyjnego, poza opublikowaniem w formie cyklu czterech publikacji
naukowych powigzanych tematycznie (prace W1-W4) byly rowniez prezentowane na
konferencjach naukowych w postaci referatow i plakatow (zalgcznik 6: U2, U6, U9, K13,
K23).

Oprécz badan nad biodostgpnoscia antocyjanéw kapusty czerwonej prowadzilem
rébwniez prace zwigzane z biodostgpnoscia antocyjanéw aronii. W  wiekszosci
wczesniejszych badan biodostgpnosci antocyjanéw z owocow, jako zrodlo antocyjandow
wykorzystywano ekstrakty i/lub koncentraty tych zwigzkow a ich dawki byly nienaturalnie
wysokie, nawet kilkadziesigt mg na kg masy ciala ochotnika. Ponadto, w tego typu
badaniach naturalne matryce Zywno$ciowe antocyjandw byly bardzo rzadko
wykorzystywane. Poniewaz moje wczesniejsze doswiadczenia wskazaly, ze na
biodostepnos¢ kwercetyny, jednego z glownych flawonoidow, ma wplyw matryca
zywno$ciowa dlatego mozna bylo zatozy¢, ze biodostgpnos¢ antocyjandw, rowniez
nalezacych do flawonoidow, po spozyciu zywnos$ci, ktorej antocyjany sg immanentnym
sktadnikiem, moze by¢ rozna od biodostepnosci antocyjandw spozywanych w postaci
koncentratow. Co wigcej, biodostgpnos¢ 1 metabolizm antocyjanéw podawany w niskich
dawkach, moga by¢ roézne od biodostepnosci antocyjanow podanych w wysokich,
skoncentrowanych dawkach. Réwniez z zywieniowego punktu widzenia wydaje si¢ byc
bardziej odpowiednie stosowanie w badaniach biodostgpnosci dietetycznych zrddet tych
substancji wraz z ich naturalnym stezeniem. Dlatego celem moich badan bylo okreslenia
biodostepnosci antocyjandéw z naturalnego soku z aronii wnoszacego odpowiadajaca
warunkom zywieniowym dawke antocyjanow. Analiza HPLC-DAD-MS wykazata, ze
wykorzystany w badaniach sok z aronii byl bardzo bogatym zrédlem pochodnych
cyjanidyny: 3-galaktozydu cyjanidyny, 3-arabinozydu cyjanidyny, 3-glukozydu cyjanidyny
I 3-ksylozydu cyjanidyny. W obrebie znalezionych antocyjanow dominujacym byt 3-
galaktozydu cyjanidyny, ktory stanowil 66% ogélnej zawarto$ci antocyjanow
wystepujacych w soku z aronii. Po uzyskaniu pozytywnej opinii Komisji Bioetycznej
przeprowadzitlem niekliniczne badanie medyczne biodostepnosci antocyjanéw z soku z
aronii na grupie 13 ochotnikow, ktoérzy po wyrazeniu pisemnej, dobrowolnej woli na udziat
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w doswiadczeniu, przed i w okre§lonych przedziatach czasowych po spozyciu soku z aronii
(w dawce 0,8 mg/kg masy ciala ochotnicka) oddali krew i mocz. Oznaczanie antocyjanoéw i
ich metabolitow w probach pltynéw fizjologicznych polegato na wyekstrahowaniu ich na
ztozu stalym i1 oznaczeniu metoda HPLC-DAD-MS. Po spozyciu soku z aronii w osoczu i
moczu ochotnikow oprocz natywnych form badanych antocyjanow (3-galaktozydu
cyjanidyny, 3-arabinozydu cyjanidyny, 3-glukozydu cyjanidyny) stwierdzono obecno$¢
pieciu metabolitow cyjanidyny, jej metylowanych i glukuronowanych pochodnych. Analiza
widm pseudomolekularnych jondéw dodatnich pozwolita na stwierdzenie obecnos$ci
monoglukuronidu cyjanidyny, 3-galaktozydu peonidyny (3’-metylocyjanidyny), 3-
arabinozydu peonidyny oraz dwdch monoglukuronidow peonidyny. Na podstawie analizy
farmakokinetycznej, najwyzsza sumaryczng zawarto$¢ antocyjanow W o0soczu Krwi
ochotnikow (32,7 = 2,9 nmol/L) stwierdzono po 1,3 £ 0,1 h od spozycia soku z aronii. W
miar¢ uptywu czasu stezenie antocyjanéw w osoczu malato by w 12 h osiggna¢ wartos¢ 0,6
nmol/L. Analizujac stezenia antocyjanow i ich metabolitow w zbieranym moczu wykazano
najwyzsza szybko$¢ wydalania antocyjanow (62,9 nmol/h) w ciggu pierwszych dwoéch
godzin. W miarg uptywu czasu szybkos$¢ ta spadata by w przedzialel2-24h osiggnaé warto$é
0,2 nmoli/h. Sumarycznie, w wydalonym w ciggu 24h moczu znaleziono jedynie 0,25%
podanej dawki antocyjanow. Rozpatrujgc poszczegolne zwigzki antocyjanéw znalezione w
0soczu i moczu ochotnikéw po spozyciu soku z aronii Stwierdzono, ze dominujacymi byty
metabolity cyjanidyny stanowigce 70% wszystkich antocyjanéw wystepujacych w badanych
pltynach fizjologicznych. Moje badania biodostgpnosci byly pierwszymi w ktérych jako
zrédlo antocyjanow wykorzystano naturalny sok z aronii z rzeczywistym stgzeniem
antocyjanow. Ponadto wykazaty, ze pomimo zastosowania niskiej dawki antocyjanow te
naturalne substancje sa wchtaniane 1 wystepuja w osoczu krwi i moczu ochotnikow w
formie natywnej i metabolitow nawet po 24 godzinach od spozycia soku. Uzyskane
rezultaty badan prezentowano na konferencjach naukowych oraz opublikowano (zalgcznik
6: U5, K9, K10, P10).

Kolejnym prowadzonym przeze mnie, tematem badawczym dotyczacym naturalnych
barwnikow roslinnych sg badania nad betalainami buraka ¢wiklowego. Betalainy sg zottymi
(betaksantyny) i1 czerwono-fioletowymi (betacyjaniny) barwnikami wystepujacymi w
ro$linach nalezacych do rzgdu gozdzikowcow oraz w niektorych gatunkach grzybow
wyzszych. Podstawowa strukturg betalain jest kwas betalamowy do ktoérego w przypadku
betacyjanin przylaczona jest czasteczka cyklo-3,4-dihydroksyfenyloalaniny a w przypadku
betaksantyn czasteczka aminokwasu (Strack i in. 2003). W roslinach betalainy wystepuja
glownie jako pochodne f-O-glikozydowe. Do chwili obecnej sklasyfikowano kilkadziesiat
zwigzkow z tej grupy, z ktérych najpowszechniejszym jest betanina (Moreno i in. 2008,
Azeredo 2009). W Polsce betalainy sa znane glownie jako barwniki buraka ¢wiktowego,
warzywa ktore jest bardzo czgsto spozywane w postaci ugotowanej jako satatka, w postaci
swiezego soku i1 zupy oraz w formie produktow fermentowanych. Zawarto$¢ betalain w
burakach ¢wiktowych i ich produktach moze by¢ bardzo wysoka i zalezy od typu i odmiany
burakéw oraz warunkow uprawy jak i zastosowanej obrobki technologicznej. Betalainy
charakteryzujg si¢ silnym dziataniem przeciwutleniajgcym, ktore wynikajg ze struktury ich
czasteczki (Kanner i in. 2001). Dlatego w duzej mierze dzigki zwigzkom betalainowym
burak ¢wiktowy jest umieszczany wsrod dziesigciu warzyw charakteryzujacych sig
najsilniejszymi wilasciwosciami przeciwutleniajacymi (Azeredo 2009). W dostepnej
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literaturze nie bylto systematycznych informacji na temat profilu zwigzkow betalainowych i
ich zawarto$ci w roznych odmianach buraka ¢wiklowego oraz jak procesy technologiczne
wplywaja na profil betalain a takze jak ksztattuja wlasciwosci przeciwutleniajagce odmian i
produktow z buraka ¢wikltowego. Brak bylo réwniez informacji o biodostepnosci tych
naturalnych czerwonych barwnikow. Dlatego w ramach prowadzonych badan
analizowaliS$my profil zwigzkow betalainowych w 13 odmianach buraka ¢wiklowego
uprawianych w Polsce. W oparciu o system HPLC sprz¢zony ze spektrometrem masowym
wyposazonym w detektor czasu przelotu (QTOF) w badanych burakach ¢wiklowych
zidentyfikowalismy 30 zwiazkow betalainowych, przy czym 18 zwigzkoéw nalezato do
grupy betacyjanin, a 12 do betaksantyn. Dominujaca forma betacyjanin w burakach
éwiktowych byta betanina (m/z 551,1463 [M+H]", m/z 389,0962 [M-162]") stanowigca od
42,7 do 52,1% ogodlnej zawartosci tych zwigzkow. Na nizszych poziomach wystepowaty
izobetanina (m/z 551,1517 [M+H]*, m/z 389.0955 [M-162]", 15.0-20.4%) i 17,2-
didekarboksyneobetanina (m/z 462,1608 [M+H]", m/z 300,1113 [M-162]*, 1,6-17,9%).
Dominujagcym zwiagzkiem z grupy betaksantyn byta wulgaksantyna | (m/z 340,1125
[M+H]", m/z 323,0847 [M-17]") stanowigce od 13,3 do 32,1% ogdlnej zawartosci tych
barwnikéw. Badane buraki ¢wiklowe charakteryzowaty si¢ duzym potencjalem
przeciwutleniajgcym, ktory byt zalezny od odmiany i korelowat z zawarto$cig zwigzkow
betalainowych. W przypadku zastosowanych proceséw technologicznych, gotowanie buraka
¢wiktowego w wodzie spowodowalo spadek zawarto$ci betaniny a wzrost zawarto$ci
izobetaniny, didecarboksybetaniny/izobetaniny i monodecarboksybetaniny/izobetaniny.
Proces fermentacji nie spowodowal znaczacych zmian w profilu betacyjanin miazszu
buraka ¢wiklowego. Natomiast w uzyskanym w czasie procesu fermentacji soku
zaobserwowano spadek zawartosci betaniny a wzrost izobetaniny w pordéwnaniu do
$wiezego Soku z buraka ¢wiklowego. Generalnie, zastosowane procesy spowodowaty
zmniejszenie pojemnosci przeciwutleniajacej uzyskanych produktow. W ramach badan nad
burakami ¢wiktowymi przeprowadzono rowniez poréwnanie biodostgpnos$ci betacyjanin po
spozyciu soku 1 chipsOw z buraka ¢wiklowego. Po uzyskaniu pozytywnej opinii Komisji
Bioetycznej przeprowadzitem niekliniczne badanie medyczne biodostepnosci z udziatem 12
ochotnikow, ktorzy po wyrazeniu pisemnej, dobrowolnej woli na udziat w doswiadczeniu,
przed i w okre$lonych przedziatach czasowych po spozyciu soku i chipsow z buraka
¢wiktowego (w dawce 1,5 mg betacyjanin/kg masy ciata ochotnicka) zbierali mocz do
analiz profilu betacyjanin i ich metabolitow. Po spozyciu soku z buraka ¢wiklowego
najwyzsza szybkos$¢ wydalania betacyjanin z moczem (64,21 nmol/h) stwierdzono w ciggu
pierwszych dwoch godzin. Podobng szybkos¢ wydalania odnotowano po spozyciu chipséw
(66,29 nmol/h) z tym, ze mialo to miejsce w przedziale 2-4h po ich spozyciu.
Najprawdopodobniej, opdznienie to wynikto z koniecznos$ci wymycia betacyjanin z matrycy
chipsow przed ich wchlonieciem. W miar¢ uplywu czasu szybko$¢ wydalania tych
zwigzkow sukcesywnie spadata by w przedziale 12-24h osiagna¢ warto$¢ 8,46 nmoli/h po
spozyciu soku i 8,24 nmoli/h po spozyciu chipséw. Rozpatrujac poszczegdlne zwigzki
wchodzace w sklad betacyjanin stwierdzono, iz w poczatkowym okresie W moczu
dominowaty glukozydy betaniny i izobetaniny (95%) a w okresie koncowym ich aglikony
(98%). Zarowno w przypadku soku jak i1 chipséw buraczanych, w wydalonym w ciggu 24h
moczu znaleziono jedynie 0,3% podanej dawki betacyjanin. W ramach badan nad
betalainami buraka ¢wiklowego realizowanych w IRZiBZ PAN w Olsztynie uczestniczytem
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réwniez W eksperymentach dotyczacych analiz wiasciwos$ci biologicznych tych substanciji.
Celem pracy bylo okreslenie wptywu spozycia chipséw z buraka ¢wiklowego na czynnosci
przewodu pokarmowego, pojemnos¢ przeciwutleniajacg osocza oraz profil lipidowy krwi i
watroby szczuro6w przebywajacych na diecie standardowej 1 ,,dyslipidemicznej”.
Przeprowadzone eksperymenty z udzialem szczuréw wykazaly, ze spozywanie diety
dyslipidemicznej zwickszato poziom cholesterolu catkowitego oraz niekorzystng proporcje
cholesterolu catkowitego do HDL w surowicy badanych zwierzat, indeks aterogenny,
stezenie cholesterolu catkowitego 1 triacylogliceroli w watrobie zwierzat, ttumito produkcje
krétkotancuchowych  kwasow  thuszczowych 1 zmniejszylo  calkowity potencjat
antyoksydacyjny osocza oraz aktywnosci peroksydazy glutationowej we krwi. Wzbogacenie
diety szczuréw w chipsy z burakow ¢wiklowych ograniczalo wzrost stezenia cholesterolu
catkowitego w surowicy oraz poziom triacylogliceroli. Ponadto, zastosowanie najwyzszej
dawki chipséw (3%) zmniejszyto rowniez poziom cholesterolu catkowitego w watrobie i
aktywnos$¢ aminotransferazy asparaginianowej w surowicy. Dodanie chipséw do diety
szczurow spowodowato rowniez zwigkszenie puli krdotkotancuchowych kwasow
thuszczowych 1 aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej oraz powodowato obnizenie poziom
glukozy w surowicy. Podsumowujac, nasze badania wskazaty, ze wzbogacenie diety
szczurOw w chipsy z buraka ¢wiklowego moze ztagodzi¢ zmiany metaboliczne u szczurow
bedacych na diecie zaburzajacej metabolizm lipidow. Uzyskane rezultaty badan
prezentowano na konferencjach naukowych oraz opublikowano (zafgcznik 6: P12, M7, K2,
K8, K11, K26, K27, K28, K29).

Waznym zagadnieniem badawczym w mojej dzialalno$ci naukowej byla kontynuacja
badan stanowigcych moj doktorat a dotyczacych zwigzkéw kwercetyny cebuli. Jak juz
wczesnie] wspomniatem opisujac badania stanowigce moéj doktorat, cebula jest bardzo
bogatym zrodlem kwercetyny, przy czym migsiste tuski spichrzowe zawieraja gldwnie
glukozydy kwercetyny a suche tuski okrywowe aglikon kwercetyny. Ponadto, na podstawie
eksperymentéw z udzialem szczurdéw i ochotnikow wykazatem, ze kwercetyna byla lepiej
wchtaniana z suchych tusek okrywowych cebuli. Moje badania dowiodly rowniez, ze
kwercetyna wystepuje we krwi ochotnikoéw nawet do 72 godzin po spozyciu cebuli. Bez
odpowiedzi pozostawato jednak pytanie czy po wchlonieciu kwercetyna dociera do
waznych organéw/tkanek organizmu, np. mézgu. Poniewaz kwercetyna jest zwigzkiem o
uznanych silnych wtasciwosciach antyoksydacyjnych, czyli z potencjalem ochronnego
oddziatywania na organizm konsumenta w zwiazku z czym po dotarciu np. do $rodowiska
uktadu nerwowego mogtaby dziata¢ zapobiegawczo w stosunku do chordb centralnego
uktadu nerwowego, takie jak: demencja i choroba Alzheimera, ktérych rozwoj zwigzany jest
miedzy innymi z wystepowaniem stresu oksydacyjnego w komodrkach nerwowych.
Kluczowa kwestia w powyzszym rozwazaniu byto pytanie czy zwigzki kwercetyny maja
zdolno$¢ przenikania barier mozgowia (bariera krew-modzg, bariera krew-plyn mézgowo-
rdzeniowy) by moc oddziatywaé na procesy zachodzace w komoérkach nerwowych. W
ramach projektu pt. ,,Badanie przenikania flawonoidéw i ich metabolitow przez bariery
moézgowia w kontek$cie prewencji zmian neurodegeneracyjnych” (projekt nr: 798/N-
COST/2010/0) w ktorym bytem gléwnym wykonawca probowalismy wyjasni¢ powyzsze
watpliwosci. W pierwszym etapie projektu przeprowadzilem badanie profilu i zawarto$ci
zwigzkow kwercetyny w ponad 100 rodach szalotki. Analiz¢ zawarto$ci zwigzkow
kwercetyny przeprowadzilem metoda HPLC-DAD z identyfikacja na podstawie czasu
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retencji i widm UV-Vis. W badanym materiale znalaztem pie¢ pochodnych kwercetyny.
Analiza iloSciowa zwigzkéw kwercetyny wykazata, ze w migsistych tuskach spichrzowych
glukozydowe pochodne kwercetyny stanowily ponad 99% catkowitej zawartosci
kwercetyny. Zupehlie odmienny uktad pochodnych kwercetyny zaobserwowano w suchych
tuskach okrywowych, w ktorych dominowat aglikon kwercetyny stanowiacy ponad 81% jej
catkowitej zawarto$ci. Co wigcej, srednia zawartos¢ kwercetyny w suchych tuskach
okrywowych szalotki byta okoto 8 razy wyzsza niz w migsistych tuskach spichrzowych. W
kolejnym etapie projektu prowadzitem badania izolacji metabolitow kwercetyny z moczu
$win po wezesniejszym podaniu im suchych tusek okrywowych cebuli zwyczajnej. Proces
izolacji z wykorzystaniem kolumnowej chromatografii preparatywnej i potpreparatywnej
oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z detektorem DAD i
spektrometrem mas pozwolil na uzyskanie preparatu zawierajgcego 12 metabolitow
kwercetyny: metylowanych, glukuronowanych, siarczanowanych i mieszanych koniugatow
kwercetyny. Nastepnie, przeprowadzilem analize wlasciwosci przeciwutleniajgcych
wyizolowane] mieszaniny metabolitow. Wykonane czterema metodami (TEAC, DPPH,
PCL ACL, PCL ACW) analizy wykazaty wyzsza aktywnos$¢ przeciwutleniajagcg mieszaniny
metabolitow wyizolowanych z moczu §winh w poréwnaniu do natywnych zwigzkéw
kwercetyny z cebuli. Co wskazuje, ze metabolity kwercetyny obecne w krazeniu og6lnym,
ktore powstaly w procesach detoksyfikacji po spozyciu kwercetyny moga wcigz dziataé
jako przeciwutleniacze i korzystnie oddzialtywaé na organizm konsumenta. W ostatnim,
gtownym etapie projektu, w badaniach in vivo jako model wykorzystano owce, ktorym do
III komory moézgu zaimplantowano metalowe kaniule umozliwiajace wielokrotne
pobieranie ptynu moézgowo-rdzeniowego. Taki model wykorzystany zostal do analizy
jakosciowej 1 ilosciowej metabolitow kwercetyny w osoczu krwi, moczu i ptynie moézgowo-
rdzeniowym po dozwaczowym podaniu bogatych w kwercetyne suchych tusek okrywowych
cebuli i po donaczyniowym podaniu wyizolowanego wczesniej preparatu metabolitow
kwercetyny. Identyfikacja metabolitow kwercetyny w plynach fizjologicznych owiec
zostala przeprowadzona metodg HPLC-MS/MS w trybie skanowania jonu prekursora, 301,1
m/z dla kwercetyny i 3151 m/z dla izoramnetyny (3’-metylokwercetyny) a analiza
ilosciowa w trybie MRM. Widma fragmentacyjne jondw ujemnych wskazaty na obecnos¢
kilkunastu pochodnych kwercetyny w badanych ptynach fizjologicznych. Po dozwaczowym
podaniu preparatu suchych tusek okrywowych cebuli w osoczu i moczu owiec stwierdzono
obecnos¢ 16 metabolitow kwercetyny, natomiast w ptynie mézgowo-rdzeniowym tylko
aglikony kwerecetyny 1 izoramnetyny. Co interesujace, po donaczyniowym podaniu
preparatu metabolitow kwercetyny w osoczu 1 moczu owiec znaleziono 6 metabolitow
kwercetyny a w plynie mozgowo-rdzeniowym jedynie aglikon kwercetyny.
Przeprowadzone badania pokazaty, ze u owiec ktore spozyty suchg tuske cebuli bogatg w
aglikon kwercetyny, po wchlonigciu z przewodu pokarmowego kwercetyna obecna jest w
krwioobiegu w postaci metylowanych, glukuronowych, sulfonowych i kombinowanych
pochodnych, natomiast w plynie moézgowo-rdzeniowym tych zwierzat pojawia si¢ w formie
dekoniugowanej jako aglikon kwercetyny i izoramnetyny na poziomie < 0,5 nmola/L.
Wyniki powyzszych badan przedstawiano w formie doniesien konferencyjnych oraz
opublikowano (zafgcznik 6: P3, P23, P25, U4, U7, U8, K1, K14, K15, K16, K17, K18).

W innym badaniu zwigzanym z kwercetyng analizowaliSmy czy zwigzek ten ma
mozliwos¢ gromadzenia si¢ w mleku kobiet po spozyciu positku bogatego w ten flawonoid.
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Po uzyskaniu pozytywnej opinii Komisji Bioetycznej przeprowadzilismy badania z
udziatem 11 karmigcych kobiet, ktére po kilkudniowej diecie wolnej od zwigzkow
kwercetyny spozyly zupe cebulowa dostarczajaca 1 mg kwercetyny na kg masy ciata. Przed
1 po spozyciu zupy cebulowej od ochotniczek zbierane byly proby moczu i mleka, ktore
nastgpnie poddane zostaty hydrolizie enzymatycznej i analizie HPLC-DAD-MS na
obecnos¢ kwercetyny 1 izoramnetyny. Analiza moczu zebranego przed spozyciem zupy
cebulowej wykazata obecnos¢ zwiazkow kwercetyny na poziomie 100 nM. Po spozyciu
zupy stezenie zwigzkoéw kwercetyny w moczu ochotniczek stopniowo wzrastato by uzyskac
maksymalng warto$¢ okoto 11 uM po 3 godzinach. W przypadku mleka, po spozyciu zupy
cebulowej maksymalne stezenie zwiazkéw kwercetyny w mleku ochotniczek wynosito
okoto 70 nM 1 wystgpito 12 godzin od spozycia tej zupy. Co najwazniejsze nasze badania
wykazaty, ze zwigzki kwercetyny gromadza si¢ w mleku kobiet po spozyciu diety bogatej w
ten zwigzek i tym samym karmigc piersig Kobiety eksponuja dzieci na potencjalnie
korzystne dziatanie kwercetyny. Wyniki z powyzszych badan opublikowano w czasopi§mie
Molecular Nutrition & Food Research (zafgcznik 6. P20).

W kolejnych badaniach nad kwercetyna, wspotpracujac z Katedra Chemii Wydziatu
Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w Olsztynie
analizowatem profil zwigzkéw kwercetyny w dwoch odmianach cebuli oraz wiasciwosci
przeciwutleniajace tych zwigzkow i cebul mierzone 5 réznymi metodami (CV, TEAC,
PRTC, DPPH, FCR). Dominujaca forma kwercetyny w analizowanych odmianach cebuli
byt 4’-glukozyd kwercetyny (57%) oraz 3,4’-diglukozyd kwercetyny (41%). W znacznie
mniejszej ilosci wystepowat 3-glukozyd kwercetyny (1,2%) i aglikon kwercetyny (0,8%).
W obrebie analizowanych zwiazkéw aglikon kwercetyny charakteryzowat si¢ najwigksza
aktywnoS$cig przeciwutleniajaca 1 redukujacg. W badaniach analizowaliSmy rowniez
wzgledny udziat poszczegdlnych zwiazkéw kwercetyny w pojemnosci przeciwutleniajacej
badanych cebul. Najnizszy udziat w pojemnosci przeciwutleniajacej cebul prezentowat 3,4°-
diglukozyd kwercetyny a najwyzszy 4’-glukozyd kwercetyny. W ramach wspolpracy
prowadziliSmy réwniez badania mechanizmu utleniania glukozydow kwercetyny. Uzyskane
rezultaty badan zostaly opublikowane (zalgcznik 6: P4, P8).

Cz¢s¢ mojego dorobku naukowego zwigzana jest z badaniami nad zwigzkami gryki.
Pierwsze prace badawcze z tego obszaru realizowane w IRZiBZ PAN w Olsztynie z moim
udziatem dotyczyly opracowania metod jakosciowej i iloSciowej analizy flawonoli i
flawonoéw w orzeszkach i kietkach gryki oraz obejmowaly przesledzenie zmian profilu i
zawarto$¢ tych zwiazkow w czasie 10 dniowego procesu kietkowania gryki w warunkach
bez i z dostgpem $wiatta. Rezultatem prowadzonych badan bylo wyznaczenie optymalnych
warunkow analizy tych zwigzkow z wykorzystaniem metody HPLC-DAD-MS. Ponadto, w
oparciu o opracowang metod¢ wykazano, ze w orzeszkach gryki wystepuje gtdéwnie rutyna
podczas gdy w kietkach gryki znaleziono 4 zwiagzki z grupy flawonow (orientyne,
izoorientyne, witeksyne i izowiteksyng) oraz trzy pochodne kwercetyny (rutyng i dwa
glukozydy kwercetyny). Zaobserwowano réwniez, ze 10 dniowe kielki byly najzasobniejsze
w badane zwiazki, przy czym zawarto$¢ analizowanych flawonoidow w kietkach
wyprodukowanych z dostepem $wiatla byla wyzsza niz bez dostepu $wiatla. Uzyskane
kietki gryczane charakteryzowano réwniez pod wzgledem pojemnos$ci przeciwutleniajacej i
wykazano, ze 10 dniowe kietki wyprodukowane w warunkach z dostgpem S$wiatta
charakteryzowaly sie¢ najwiekszag zdolno$cia do wymiatania wolnych rodnikow.
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Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazaty, ze kietki gryki ze wzgledu na zasobnos$¢ w
flawonoidy i duzy potencjat przeciwutleniajacy moga by¢ przydatne w zywienie czlowieka.
Wyniki z powyzszych badan prezentowano na konferencjach naukowych oraz
opublikowano (zalgcznik 6: P2, M3, K3, K5, K7, K13).

Kolejnym obszarem badawczym dotyczacym gryki realizowanym z moim udzialem w
IRZiBZ PAN w Olsztynie byly badania sktadu flawonoidowego i wiasciwosci
biologicznych chlebow z dodatkiem maki gryczanej. W badaniach in vitro analizowano
wlasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow z chleba pszenno-gryczanego oraz wptyw tych
produktow na tworzenie koncowych produktow zaawansowanej glikacji, hamowanie
aktywnos$ci enzymu konwertujagcego angiotensyng i procesy zapalne jelita, a zatem wplyw
na procesy ktorym przypisuje si¢ istotny, negatywny udziat w procesach degeneracyjnych
organizmu czlowieka. W przeprowadzonych eksperymentach wykazano, ze chleb pszenno-
gryczany jest bogatym zroédlem zwigzkoéw flawonoidowych (glownie rutyny i kwercetyny) i
moze ogranicza¢ procesy zapalne jelita, aktywnos$¢ enzymu konwertujacego angiotensyne
odpowiedzialng za regulacj¢ ci$nienia krwi oraz tworzenia koncowych produktow glikacji
biatek, ktore po cz¢$ci odpowiedzialne sg za procesy starzenia si¢ i cukrzyce. Wyniki z
powyzszych badan prezentowano na konferencjach naukowych oraz opublikowano
(zalgcznik 6: P22, P29, K22, K24, K25, K31).

Wspotpracujac z osrodkami naukowo-badawczymi w Siedlcach i Skierniewicach
(Katedra Fizjologii Roslin i Genetyki Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w
Siedlcach oraz Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach) uczestniczylem w badaniach
dotyczacych okreslenia wptywu jasmonianu metylu na gromadzenie si¢ amin biogennych
oraz ich metabolitow a takze zwigzkoéw polifenolowych w roslinach gryki. Nasze badania
wykazaty, ze jasmonian metylu stymuluje przemiang L-fenyloalaniny do 2-
fenyloetyloaminy oraz zwigksza poziom endogennej putrescyny w hipokotylu 1 liscieniach
siewek gryki. Ponadto, wykazalismy, ze 2-fenyloetyloamina jest substratem w biosyntezie
kwasu fenylooctowego i 2-fenyloetanolu, jak réwniez cynamonowej pochodnej 2-
fenyloetyloamidu. W przypadku zwiazkow polifenolowych ekspozycja siewek gryki na
jasmonian metylu powodowata zmniejszenie zawarto$¢ antocyjandw w hipokotylu oraz
brak istotnego wplywu na poziom tych zwigzkoéw w liScieniach. Zastosowanie jasmonianu
metylu nie spowodowato rowniez zmian w poziomie pochodnych kwercetyny, apigeniny i
luteoliny w analizowanych czgsciach siewek gryki. Z drugiej strony, hormon ten
stymulowat biosynteze proantocyjanidyn w hipokotylu. Na podstawie uzyskanych wynikéw
zasugerowali$my, ze jasmonian metylu moze pobudza¢ enzymy uczestniczace w syntezie
proantocyjanidyny i/lub hamowa¢ enzymy uczestniczace w powstawaniu antocyjanow. W
ramach wspotpracy prowadzilismy rowniez badania wptywu Pb i Cd na wzrost siewek gryki
oraz ich profil flawonoidowy. PorownywaliSmy rowniez, profil 1 zawarto§¢ antocyjanow,
flawonoli i flawonéw w 5 odmianach gryki zwyczajnej i dzikiej gryce tatarce. Uzyskane
wyniki wykazaty, ze kompozycja i zawartos¢ zwigzkow flawonoidowych w gryce zalezy od
odmiany. WykazaliSmy réwniez, ze zawarto$¢ flawonoli i flawonoéw byla wyzsza w
liscieniach niz w hipokotylu podczas gdy poziom antocyjandéw byl wyzszy w hipokotylu w
poréwnaniu do liscieni. Uzyskane rezultaty badan zaprezentowano na konferencjach
naukowych oraz opublikowano (zafgcznik 6: P13, P14, P17, P21, P24, P28, K20).

W ramach wspotpracy IRZiBZ PAN w Olsztynie i Technical University of Lisbon
opracowalem metod¢ analizy kumestrolu i jego gltoéwnego metabolitu (pochodnej
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metylowanej) w paszy i ptynach fizjologicznych klaczy oraz analizowalem zmiany profilu
tych zwiazkéw w paszy oraz osoczu klaczy przebywajacych na roznych dietach bogatych w
fitoestrogeny. Przeprowadzone analizy wykazaty migdzy innymi, ze kumestrol i jego
metylowana pochodna wystgpuja w osoczu krwi klaczy po spozyciu paszy bogatej w
fitoestrogeny. Ponadto, wyzsze spozycie roslinnych estrogenow powoduje wzrost poziomu
kumestrolu i jego metabolitu w osoczu krwi co w konsekwencji moze wplywaé na
mozliwosci reprodukcyjne klaczy. Uzyskane rezultaty badan prezentowano na
konferencjach naukowych oraz opublikowano (zafgcznik 6: P18, M5).

W obszarze badan dotyczacych izoflawondéw uczestniczytem w doswiadczeniach
wplywu termicznej sterylizacji paszy dla zwierzat laboratoryjnych na zawarto$¢ i profil
substancji odzywczych 1 nieodzywczych. W badan tych bylem odpowiedzialny za
opracowanie metody HPLC analizy daidzeiny i genisteiny oraz ich pochodnych oraz
przesledzenie zmian profilu tych zwigzkéw w czasie zastosowani dwoch réznych procesow
sterylizacyjnych. W analizowanych paszach sojowych znaleziono 10 pochodnych daidzeiny
i genisteiny, przy czym glukozydowe pochodne tych zwigzkoéw (7-glukozyd daidzein i 7-
glukozyd genisteiny) byly formami dominujagcymi w obrebie analizowanych izoflawonow.
Procesy sterylizacji spowodowaly zwigkszenie zawarto$ci dominujacych izoflawonoéw a
spadek zawarto$ci malonylowanych pochodnych daidzeiny i genisteiny. W innych
badaniach zwigzanych z izoflawonami w ktorych weryfikowano czy fitoestrogeny moga
wplywac na dostep hormondw tarczycy (np. tyroksyny) do mézgu bytem odpowiedzialny za
analize daidzeiny i genisteiny oraz ich metabolitow (p-etylfenolu i ekwolu) w osoczu i
plynie mézgowo-rdzeniowym owiec. Nasze badania wykazaty, ze po spozyciu przez owce
bogatej w fitoestrogeny kiszonki z koniczyny czerwonej w osoczu tych zwierzat
wystepowata daidzein, genisteina, p-etylfenol i ekwol, natomiast w ptynie méozgowo-
rdzeniowym znaleziono 3 zwigzki, tj. daidzeing, p-etylfenol i ekwol. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze daidzeina i genisteina oraz ich metabolity gromadza si¢ w ptynie mézgowo-
rdzeniowym i moga wplywaé na dostgp tyroksyny do mozgu. Uzyskane rezultaty badan
prezentowano na konferencjach naukowych oraz opublikowano (zalgcznik 6: P16, P19,
K21).

Wspotpracujagc z Zaktadem Cytobiologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie bratem udziat w badaniach ktérych celem bylo okreslenie czy
epikatechina moze wywotywac¢ uszkodzenie DNA i apoptoz¢ komodrek nowotworowych w
Sledzionie szczurdéw z ostrg biataczka szpikowa. W doswiadczeniach odpowiedzialny bytem
za zaadoptowanie metody analizy epikatechiny i jej metylowanej pochodnej w osoczu
szczurOw oraz przesledzenie zmian profilu tych zwigzkéw w osoczu szczuréw w zaleznosci
od zastosowanego modelu do$wiadczalnego. Uzyskane wyniki wskazaty, ze epikatechina
moze by¢ stosowana jako skuteczny dodatek do standardowej terapii przeciw ostrej
biataczce szpikowej. Rezultaty tych badan zostaty opublikowane w czasopiSmie Food and
Chemical Toxicology (zafgcznik 6: P9).

Uczestniczylem rowniez w badaniach dotyczacych profilu zwigzkow polifenolowych i
aktywnosci biologicznych roslin z rodzaju Mallotus, Cicer, Linum, Phaseolus oraz miodow
pochodzacych z krajow UE, profilu tokoferoli i tokotrienoli w ziarniakach zyta i produktach
z nich otrzymanych oraz profilu zwigzkéw perfluorowanych w produktach zywnosciowych
i opakowaniach do zywnosci. Rezultaty tych badan prezentowano na konferencjach
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naukowych oraz opublikowano w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (zafgcznik 6:
P1, P5, P6, P15, P26, P27, P30, M2, K4, K19, K30).

Jestem rowniez autorem i wspotautorem kilku publikacji i referatow naukowych o
charakterze przegladowym, ktérych tematyka dotyczy biodostgpnosci i metabolizmu
fitozwiazkow zywnosci oraz wptywu czynnikow technologicznych na biologiczny los tych
zwiazkow po spozyciu, charakterystyki sktadnikow bioaktywnych cebuli 1 czosnku a takze
aspektow praktycznych wykorzystania chromatografii gazowej w analityce srodowiskowe;j
(zalgcznik 6: P7, P11, M1, M4, M6, U1, U3, K6).

Efekty prezentowanych powyzej wlasnych oraz powstatych we wspolpracy badan byty
prezentowane na krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych w formie 31
doniesien plakatowych i 9 referatow ustnych oraz zostaly opublikowane w formie 37
artykuldw w renomowanych czasopismach o zasiggu krajowym i Swiatowym. Sposrod
publikacji naukowych 30 zostalo opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w
bazie Journal Citation Reports (JRC) (poza pracami dokumentujgcymi osiggni¢cie naukowe
wymienione w punkcie V) a 7 manuskryptow zostatlo opublikowanych w postaci
monografii oraz publikacji naukowych w czasopismach mi¢dzynarodowych lub krajowych
nieindeksowanych przez list¢ JCR.

Waznym elementem mojej aktywnos$ci naukowo-badawczej byta wspotpraca z
naukowcami z jednostki macierzystej oraz z jednostek naukowych w Polsce 1 zagranicg w
ramach przedstawionej powyzej problematyki oraz obszaréw odleglych tematycznie od
mojego podstawowego nurtu (zatgcznik 6, punkt 111Q1).

Moja aktywnos$¢ naukowo-badawcza zaowocowala rowniez zaproszeniem do zespotow
redakcyjnych 4 miedzynarodowych czasopism naukowych (Journal of Chemistry, Food
Science and Technology, Frontiers in Nutrition, Advances in Agriculture and Food
Systems) oraz do zespotéw recenzujacych 22 czasopism naukowych. Od poczatku tej
dziatalnosci zrecenzowatem 102 manuskrypty. Jestem wspotautorem pigciu krajowych
zgloszen patentowych dotyczacych mieszanek wypiekowych. Jestem autorem i
wspotautorem 13 ekspertyz dla jednostek zewnetrznych (naukowych i przemystu)
dotyczacych analizy profilu substancji biologicznie aktywnych metodami wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprz¢zonej z roznymi detektorami, miedzy innymi spektrometrami
masowymi. Po doktoracie odbylem pie¢ stazy z zakresu szeroko pojetej metabolomiki w
jednostkach naukowych we Francji i Hiszpanii: trzy razy w Instituto de Fermentaciones
Industriales, Madryt, Hiszpania, (po jeden lub dwa tygodnie w 2007, 2008, 2009 roku) oraz
dwa razy w INRA, French Institute of Agriculture Research, UMR 1019 Human Nutrition
Unit, Clemont-Ferrand/Theix, Francja (po dwanascie tygodni w 2011 i 2012 roku).
Kierowatem mig¢dzynarodowymi i krajowymi projektami badawczo-naukowymi i
badawczo-rozwojowymi oraz bratem udziat realizacji takich projektow. Jestem laureatem
siedmiu krajowych i migdzynarodowych nagrod za dziatalno$¢ naukowa. Uczestniczytem
aktywnie w programach europejskich jako zastgpca przedstawiciela narodowego w
Management Committee of COST Action FA 926 “Impact of new technologies on the
health benefits and safety of bioactive plant compounds” (2004-2008) i COST Action FA
0802 “Feed for Health” (2008-2012). Bylem przedstawiciel narodowy w Management
Committee of COST Action FA 1005 ,,Improving health properties of food by sharing our
knowledge on the digestive process (INFOGEST), (2010-2014). Obecnie jestem
koordynator sekcji “Anthocyanins” w WP1 COST ACTION FA 1403 “Interindividual
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variation in response to consumption of plant food bioactives and determinants involved”
(POSITIVe) (2014-2017). Po doktoracie, w trakcie pracy w IRZiBZ PAN Olsztyn bylem
cztonkiem dwoch komitetow organizacyjnych migdzynarodowych i krajowych konferencji
naukowych (EuroFoodChem XVI ,,Translating ford chemistry into health benefits”, 6-
8.07.2011, Gdansk; Konferencja ,,ZYWNOSC dla ZDROWIA”, 15.05.2013, Olsztyn) oraz
przewodniczylem obradom na dwoch krajowych konferencjach naukowych (XVI Sesja
Naukowa Sekcji Mlodej Kadry Naukowej Polskiego Towarzystwa Technologéow Zywnosci
"Ewolucja Zywnoéci”, 12-13.05.2011, Olsztyn; VII Ogolnopolskiej Konferencji Naukowe;
Technologéow Przetwoérstwa Owocoéw 1 Warzyw ,,Przetworstwo owocodw, warzyw 1 grzybow
- Nauka i Przemyst”, 9-10.06.2014, Olsztyn). Od stycznia 2010 roku jestem odpowiedzialny
za organizacje Pracowni Metabolomiki w IRZiBZ PAN w Olsztynie. Moja aktywno$é w
tym zakresie umozliwita wyposazenie Pracowni Metabolomiki w 5 nowych systemow
chromatografii cieczowej (HPLC) sprzg¢zonej z réznymi detektorami (QTRAP-MS/MS,
QTOF-MS/MS, DAD, UV-Vis, ED). Najnowsze system wykorzystywane w badaniach
metabolomicznych, HPLC-QTRAP 5500 MS/MS i HPLC-QTOF 5600+ MS/MS, zostat
zakupiony w ramach $rodkow 7 Programu Ramowego, projektu REFRESH, w ktorym
koordynowatem zadanie dotyczace zakupu aparatury naukowej oraz ze S$rodkow
Regionalnego Programu Operacyjnego Warmia i Mazury, projekt pt.: Regionalne Centrum
Badan i Transferu Wiedzy - ZYWNOSC dla ZDROWIA, ktérego bytem wspotautorem i
koordynowatem jego realizacje. W ramach tych projektoéw oprécz systeméw analitycznych
zostalo zakupione szereg urzadzen niezbednych do przygotowania materiatu biologicznego
do analiz co znacznie poszerzyto mozliwosci badawcze Pracowni Metabolomiki oraz jej
mozliwosci wspotpracy z przemystem i obszarem badawczym UE. Jestem cztonkiem
Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci. M6j dorobek dydaktyczny obejmuje
wyktady i ¢wiczenia na stacjonarnych studiach doktoranckich oraz na studiach
magisterskich na Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w Olsztynie z zakresu wchtaniania,
metabolizmu i biodostepnosci fitozwigzkéw zywnosci oraz wykorzystania wysokosprawnej
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas w analizie fitozwigzkow. Ponadto bytem
promotorem dwoch pac magisterskich z zakresu analizy metabolitow antocyjandéw i
flawonoli oraz bytem opiekunem stazy naukowych i praktyk studenckich realizowanych w
Zaktadzie Chemii i Biodynamiki Zywnoséci IRZiBZ PAN w Olsztynie. Méj dorobek
popularyzatorski obejmuje wyktady i artykulty popularno-naukowe oraz audycje radiowe na
temat zywnosci funkcjonalnej, metabolomiki, biodostepnosci sktadnikow bioaktywnych,
pieczywa o wlasciwo$ciach prozdrowotnych oraz analizy fitozwigzkdéw zywnosci.

Szczegdtowy wykaz przedstawionych powyzej dziatalno$ci zostat zamieszczony w
Zataczniku 6 ,,Wykaz dorobku naukowo-badawczego, dydaktycznego, organizacyjnego i
popularyzacyjnego™.
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VI. Podsumowanie dziatalno$ci naukowo-badawczej, dydaktycznej i organizacyjnej.

1 | Publikacje naukowe:
Calkowity dorobek naukowy 48
Publikacje stanowiace osiggniecie naukowe 4
Publikacje po doktoracie niestanowiace osiagniecia naukowego (z listy JCR) 30
Publikacje po doktoracie niestanowiace osiagniecia naukowego (pozostale) 7
Publikacje przed uzyskaniem stopnia doktora 7
2 | Punktacja wg MNiSW:
Calkowity dorobek naukowy 1045
Suma punktéw cyklu 4 publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe 165
Suma punktow publikacji po doktoracie niestanowiacych osiagniecia naukowego 818
Suma punktéw publikacji przed uzyskaniem stopnia doktora 62
3 | Impact Factor (IF) wg listy JCR (zgodnie z rokiem opublikowania):
Sumaryczny 79,654
Cyklu 4 publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe 13,406
Publikacji po doktoracie niestanowiacych osiagniecia naukowego 61,967
Publikacji przed uzyskaniem stopnia doktora 4281
4 | Indeks Hirscha (wedhig bazy Web of Science z dnia 20.01.2016) 10
5 | Liczba cytowan wg Web of Science (z dnia 20.01.2016):
Sumaryczna 334
Cyklu 4 publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe 25
Publikacji po doktoracie niestanowiacych osiagniecia naukowego 259
Publikacji przed uzyskaniem stopnia doktora 50
6 | Liczba doniesien naukowych przedstawionych w formie referatéw ustnych na 9
mig¢dzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych po doktoracie
7 | Liczba doniesien naukowych przedstawionych w formie plakatéw na 31
mi¢dzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych po doktoracie
8 | Liczba zgloszen patentowych 5
9 | Uczestnictwo w zespotach redakcyjnych 4
10 | Uczestnictwo w zespotach recenzujacych 22
11 | Recenzje manuskryptow 102
12 | Uczestnictwo w programach europejskich 4
13 | Wspoétpraca z jednostkami naukowymi w Polsce i zagranica 8
14 | Organizacja konferencji naukowych oraz przewodniczenie obradom 4
15 | Nagrody za dziatalno$¢ naukowa 7
16 | Kierowanie oraz udzial w projektach badawczo-naukowych i badawczo- 10
rozwojowych
17 | Zagraniczne staze naukowe 5
18 | Ekspertyzy dla jednostek zewnetrznych (naukowych i przemystu) 13
19 | Dorobek dydaktyczny i w zakresie popularyzacji nauki 20
20 | Opieka naukowa nad magistrantami i studentami 7
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