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ABSTRACT

The one of the many scientific tasks carried out in Department
of Environmental Chemistry and Bioanalytics is the development of methodologies
concern antioxidant properties and biological activity of compounds (mainly
cyclitols, fatty acids, flavonoids, polyphenolic acids and saponins) separated from
raw plant materials and natural products. Such investigations, in general important
for human health, was carried out as part of the project entitled: Cultivated plants
and natural products as a source of biologically active substances assign to the
production of cosmetic and pharmaceutical products as well as diet supplements,
attributed by the National Center for Research and Development (2016-2021).

The aim of the project was to develop a strategy for the comprehensive use
of native plant materials and dissemination of valuable herbal plants in various
industries, with particular emphasis on cosmetics, medical devices, dietary
supplements, and as livestock feed and a source of biomass. Another important
aspect was/is the use of the local potential of plant cultivation, taking into account
the Polish production of plant material (limitation of import). Selected plant
materials will be both nutritional value and the presence of biologically active
ingredients, as well as treating the plant biomass as a renewable source of energy.
The proposed technological solutions are located in the area of "green chemistry",
an important aspect for the proecology. The plant materials which meet the
aforementioned criteria and due to the presence of important active ingredients are:
lucerne (Medicago sativa L.), liquorice (Glycyrrhiza glabra), Lepidium sativum
and goldenrod (Solidago sp.), buckwheat (Fagopyrum esculentum), fenugreek
(Trigonella foenum-graecum), rape and kale, lacy phacelia, (Phacelia tanacetifolia
Benth.) as well as camelina (Camelina sativa L.). An implementation of the
proposed research project was proceeded in different directions, based on the
cooperation of research institutions with cosmetics and pharmaceutical industries,
herbs and beekeepers from across Poland.

Keywords: biologically active compounds, extraction, analysis of plant extracts
Stowa kluczowe: zwigzki biologicznie aktywne, ekstrakcja, analiza ekstraktéw
roslinnych
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WPROWADZENIE

,Niechaj pozywienie bedzie lekarstwem,
a lekarstwo pozywieniem,,

Hipokrates z Kos
(ok. 460-370 p.n.e.)

Znane od stuleci dobroczynne wlasciwosci warzyw, owocdw, ziol i przypraw oraz
produktéw naturalnych, takich jak midd i produkty pszczele, to wciaz bagatelizowany
przez konsumentéw, aspekt naszego zycia. Dlatego niestabnace zainteresowanie
naukowcow tematyka surowcédw roslinnych i produktéw naturalnych, pozwala
poszerza¢ wiedze w tej dziedzinie i uzupelnia¢ wiadomosci, ktore beda stuzytly
nastepnym pokoleniom. Takie wyzwania sa codziennoscia dla Zespotu z Katedry
Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydzial Chemii, UMK w Toruniu. Stad tez
w ramach Konsorcjum Plantarum, ktérego liderem jest Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu, wiodaca uczelnia w wojewoddztwie kujawsko-pomorskim, prowadzono
prace badawcze nad innowacyjnym wykorzystaniem rodzimych surowcéw roslinnych
oraz produktow naturalnych, w pozyskiwaniu cennych sktadnikow biologicznie
aktywnych i ich zastosowaniu do produkcji preparatdéw kosmetycznych, wyrobow
medycznych i suplementow diety.

Celem Projektu Plantarum (pt. ,,Rosliny uprawne oraz produkty naturalne jako
Zrodla substancji biologicznie aktywnych przeznaczonych do produkcji preparatow
kosmetycznych, farmaceutycznych i suplementow diety” okres realizacji 2016—2021),
bylo przygotowanie strategii kompleksowego wykorzystania surowcoOw roslinnych
i wartosciowych roslin zielarskich, w réznych galeziach przemystu, ze szczegoélnym
uwzglednieniem mozliwosci wykorzystania ich jako preparaty kosmetyczne, wyroby
medyczne, suplementy diety oraz jako karma dla zwierzat hodowlanych i zZrédto
biomasy. Realizacja podjetych badan przebiegla wielokierunkowo, w oparciu
o wspdlprace instytucji naukowo-badawczych, przedsigbiorstw, producentéow zi6t
i drobiu oraz pszczelarzy z terenu catej Polski, a w szczegolnosci z wojewodztwa
kujawsko-pomorskiego. Zgodnie z zatozeniami projektu realizowano czternascie zadan
z zakresu prac badawczych oraz przygotowania do wdrozenia. Kryterium wyboru
surowcow roslinnych byly zaréwno wartos$ci odzywcze, wystepowanie skladnikow
biologicznie aktywnych, jak i potraktowanie biomasy roslinnej jako zréodlo energii
odnawialnej. Oczekiwanym efektem realizowanych zadan bylo w gltéwnej mierze
wytworzenie na bazie surowcéw roslinnych nowych wyrobéw medycznych
i kosmetycznych oraz suplementu diety, opracowanie innowacyjnych dodatkéw do
mieszanek paszowych i nawozow, a takze wykorzystanie biomasy roslinnej jako
materialu energetycznego. Badania nad wyselekcjonowaniem rodzimych surowcow
roslinnych, bogatych w substancje biologicznie aktywne oraz pozyskanie substancji
biologicznie aktywnych w czystej formie, na drodze wieloetapowych prac eksperymen-
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talnych oraz oryginalnej technologii, pozwolity wykorzysta¢ w sposob praktyczny takie
grupy zwiazkow jak: cyklitole, kwasy tluszczowe, flawonoidy, kwasy polifenolowe
i saponiny [1-13]. Badania naukowe polegaly na opracowaniu metodyk wyodrebniania
i pozyskiwania zwiazkow biologicznie aktywnych z roslin z rodziny bobowatych
(lucerna, kozieradka), astrowatych (nawloé), kapustowatych (rzezucha, kapusta,
Inianka, rzepak, brokut), rdestowatych (gryka) i innych [14-20], co zostanie bardziej
szczegdtowo omowione w dalszej czesci pracy.

1. SUROWCE ROSLINNE JAKO ZRODLO ZWIAZKOW
BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

Za prozdrowotne dziatanie preparatéw otrzymanych z materiatéw roslinnych
tj. warzyw, owocow, ziot czy innych roslin zielonych odpowiedzialne sa zawarte
w nich zwiazki biologicznie aktywne, do ktérych nalezy bardzo wiele grup
substancji chemicznych. Wptyw zwiazkéw bioaktywnych na organizmy zywe jest
zlozony, $cisle zwigzany z budowa chemiczng oraz obecnoscig konkretnych grup
funkeyjnych w strukturze. Wykazano, ze zwigzki bioaktywne dziataja na wolne
rodniki, ktore wytwarzane w wyniku przemian metabolicznych powoduja powazne
uszkodzenia tkanek w organizmie zywym, degraduja DNA, RNA a ich utlenienie
jest bezposrednia przyczyng rozwoju wielu choréb m.in. choroby Alzheimera,
nowotwory itp. Zwigzki biologicznie aktywne wykazuja zdolnos¢ do redukowania
ilosci wolnych rodnikéw, co przyczynia si¢ do poprawy stanu zdrowia oraz spadku
prawdopodobienstwa zachorowalnosci. W poréwnaniu do sztucznie syntezowanych
antyoksydantow, te pochodzenia naturalnego beda zawsze bardziej cenione, gdyz
ich uzycie nie niesie za sobg niepozadanych skutkéw ubocznych [21-23].

Zagadnieniem wspolczesnej chemii analitycznej budzacym ogromne
zainteresowanie jest analityka substancji biologicznie aktywnych izolowanych
z roslin. Najwieksza grupe zwigzkéw bioaktywnych w roslinach stanowia
polifenole - liczna i urozmaicona rodzina zwigzkow chemicznych, nalezacych do
metabolitow wtdrnych roslinnych. Ze wzgledu na budowe chemiczng polifenole
dzielg sie zasadniczo na dwie grupy: kwasy fenolowe i flawonoidy. Badania nad
odzialywaniem polifenoli na organizm ludzki wykazuja, iz stanowia one wazne
czynniki prozdrowotne, wykazujace m. in. dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
antynowotworowe, przeciwutleniajace i ochronne dla ukladu kostnego i krazenia.
Z tego tez wzgledu polifenole czesto nazywane sg fitaminami, czyli zwiazkami
pochodzenia roslinnego o dziataniu zblizonym do witamin. Ich biodostgpnos¢
i przyswajalnos¢ jest wieksza w przypadku spozywania wraz z pokarmem [24-27].

Flawonoidy bedace kolejna, a zarazem najwiekszg grupa polifenoli sa
zwigzkami wystepujacymi naturalnie w roslinach, gdzie spetniaja funkcje
przeciwutleniaczy, insektycydéw, fungicydow i barwnikow. Wspolnym elementem
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budowy flawonoidéw sa dwa aromatyczne pierscienie, pomigdzy ktére wpasowuje
si¢ pier§cien piranu lub pironu. Réznice w rodzaju grup funkcyjnych przy tych
pierscieniach sa podstawa do podzialu flawonoidéw (Rys. 1). Flawonoidy wykazuja
szczegblnie specyficzne dzialanie farmakologiczne i witaminopochodne.
W przemysle kosmetycznym wykorzystywane jest gléwnie ich silne dziatanie
przeciwutleniajace, w celu przedluzenia trwatosci produktéw kosmetycznych oraz
zapobiegania przedwczesnemu starzeniu sie¢ skory. Oprocz wilasciwosci
przeciwutleniajacych, flawonoidy wykazuja réwniez dziatanie przeciwzapalne,
przeciwalergiczne, przeciwgrzybicze, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe.
Ponadto, zwiazki te sa skladnikami suplementéw diety, stanowia nieodlaczny
element receptur kosmetykéw i zywnosci funkcjonalnej [28-30].
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Rysunek 1. Grupy flawonoidéw i ich przedstawiciele [1]
Figure 1. Groups of flavonoids and some examples [1]

Gléwnym problemem w pozyskiwaniu zwigzkéw bioaktywnych stanowi ich
niski poziom w materiale roslinnym, jak rowniez trudnosci w ekstrakcji. Synteza
i magazynowanie roslinnych substancji biologicznie aktywnych sa procesami
wieloetapowymi. Zachodza one zaréwno w wewnatrzkomorkowym systemie
blonowym komorek roslinnych, jak i na terenie $cian komorkowych [31]. Stad,
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czes$¢ zwigzkdéw biologicznie aktywnych jest zlokalizowana wewnatrzkomérkowo,
a cze$¢ zwigzana jest za pomoca stabych oddziatywan m.in. hydrofilowych lub
wiazan wodorowych ze sktadowymi scian komorkowych m.in. pektynami, celuloza
i hemiceluloza. W przypadku flawonoidéw sg one kowalencyjnie polaczone
wigzaniem glikozydowym z ugrupowaniami cukrowymi poprzez grupg -OH Iub
przez wiazania wegiel-wegiel. W zwiazku z tym trudno jest je wyizolowad za
pomoca konwencjonalnych technik ekstrakcji z zastosowaniem tradycyjnych
rozpuszczalnikow [32]. Tradycyjne metody ekstrakcji i oczyszczania maja wiele
wad, ktére ograniczajg pelne wykorzystanie produktdw naturalnych. Sg to m.in.
niska wydajnos¢ oraz dlugi czas ekstrakcji, jak réwniez produkt koncowy czesto
zawiera $ladowe ilosci rozpuszczalnikoéw organicznych, ktore obnizaja jakosé
produktu. Dlatego tak wazne jest opracowanie skutecznej i selektywnej metody
ekstrakcji niekonwencjonalnej zwigzkéw bioaktywnych. [15, 32-33].

Kolejna wazna grupa zwiazkéw bioaktywnych wystepujacych w roslinach sa
saponiny. Saponiny to naturalne zwiazki z grupy steroidéw i triterpenoidow.
Zaliczane sa do grupy glikozydow. Skladaja si¢ z czgsci bezcukrowej -
wielopierscieniowego aglikonu pochodzenia izoprenoidalnego (sapogenina)
i zwiazanych kowalencyjnie od jednej do kilku czasteczek cukru (glikonu). Budowe
saponin przedstawia Rys. 2. Liczba i dlugo$¢ przylaczonych tancuchow
sacharydowych determinujg zr6znicowanie strukturalne tych zwigzkéw. Diugos¢
tancucha waha si¢ od 1 do 11 reszt cukrowych, przy czym tancuchy od 2 do 5 reszt
sa najczesciej spotykane. Glikony tworza glukoza, galaktoza, ramnoza, ksyloza,
fukoza, arabinoza, rzadziej kwas galakturonowy i glukuronowy. Dodatkowo
wyroznia si¢ tancuchy liniowe, jak i rozgatezione. Moga wystepowac dwa lub trzy
oddzielne tancuchy cukrowe, stad tez saponiny o jednym tancuchu nazywa si¢
monodesmozydami, o dwoch — bidesmozydami, a o trzech — tridesmozydami.

aglikon - sapogenina

"".“‘ / glikon - reszta
glikon — reszta cukrowa
cukrowa OH
COOH i
HO,, ‘

O
=

Rysunek 2. Wzo6r strukturalny saponin na przyktadzie 3-GlcA-28-GlcA-kwasu medikagenowego [1]
Figure 2. Structural pattern of saponins and an example 3-GlcA-28-GlcA-medikagenic acid [1]
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Aglikony (sapogeniny) pochodza od 30-weglowego 2,3-oksydoskwalenu,
ktory jest glownym metabolitem w Dbiosyntezie steroli (Rys. 3). Saponiny
triterpenoidowe sa syntetyzowane z 2,3-oksydoskwalenu ulegajacego cyklizacji do
aglikonow triterpenowych, ktére zachowuja wszystkie 30 wegli w swojej
strukturze. Sapogeniny steroidowe pochodza zas ze zwigzkow posrednich na szlaku
przemian fitosteroli. Podczas syntezy steroidowy aglikon traci trzy grupy metylowe
dajac 27-weglowy szkielet. Cykloartenol jest prekursorem biosyntezy steroli
u roslin. Cholesterol jest za$ prekursorem do syntezy saponin i glikoalkaloidéw

steroidowych.
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Rysunek 3. Biosynteza dwoch rodzajéw sapogenin [34]
Figure 3. Biosynthesis of two types of sapogenins [34]

Saponiny wystepuja gtéwnie (ale nie wylacznie) w roslinach. Spotykane sa
takze u zwierzat morskich. Kumuluja si¢ w sposob specyficzny dla danej czesci
morfologicznej rosliny, a na ich zawartos¢ wplywaja czynniki rozwojowe.
Wyizolowano rézne rodzaje saponin z korzeni, todyg, kory, lici, nasion, owocow,
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kwiatéw oraz z calych rodlinn. W wielu roSlinach sa syntetyzowane
i przechowywane gtownie w czgsciach podziemnych. Wplywa to na zréznicowang
synteze saponin, a takze determinuje ich odrgbne funkcje biologiczne. Do gtownych
wlasciwosci saponin zalicza sie dzialanie grzybobdjcze, przeciwbakteryjne,
cytotoksyczne, nicieniobdjcze, przeciwwirusowe oraz antynowotworowe [14, 35].
Duza réznorodno$é struktur syntetyzowanych naturalnie i szerokie spektrum
dzialan  Dbiologicznych  pozwala  zastosowa¢  saponiny w  przemysle
farmaceutycznym (wlasciwosci wykrztusne i rozszerzajace oskrzela, obnizanie
poziomu cholesterolu), kosmetycznym (zdolno$¢ pienienia saponin spowodowana
jest przez potaczenie hydrofobowej sapogeniny i hydrofilowej czesci cukrowej),
spozywezym ($rodki konserwujace, powierzchniowoczynne czy emulgatory),
rolniczym i przemysle ogrodniczym w zwigzku z ochrona roslin uprawnych [12,
34-38]. Saponiny wykazuja interesujace dziatania w zastosowaniach klinicznych
i sa czesto oceniane pod katem potencjalnych nowych terapii (Rys. 4).

HEMOLIZA

DZIAtANIE PRZECIWNOWOTWOROWE

DZIAtANIE PRZECIWZAPALNE

CYTOTOKSYCZNOSC

. WIAZANIE CHOLESTEROLU

. TRANSPORT PRZEZ BtONY BIOLOGICZNE

Rysunek 4. Aktywnos¢ biologiczna saponin w komorkach zwierzecych
Figure 4. Biological activity of saponins in animal cells

2. METODY WYODREBNIANIA T OZNACZANIA WYBRANYCH
ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

Ekstrakcja i oznaczanie zawigzkow biologicznie aktywnych sg skomplikowane
i stanowia wyzwanie ze wzgledu na réznorodnos$¢ strukturalng wynikajaca
z wystepowania grup -OH, -CH; lub -COOH w strukturze aglikonu. Dodatkowo
utrudnia to liczba, rozmieszczenie i orientacja reszt cukrowych, a takze ilos¢ i typy
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dotaczonych tancuchéw cukrowych. W wiekszosci przypadkdw wspomniane
anality sa zwigzkami nielotnymi, nietrwatymi chemicznie i termicznie. W roslinach
znajdujg si¢ w niskich stezeniach w postaci mieszanin zwiazkéw podobnych
strukturalnie i o podobnej polarnosci, co takze znaczaco utrudnia ich rozdzielenie.
Kilka stosowanych metod ekstrakcji i oznaczania przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Stosowane metody ekstrakcji i oznaczania saponin w materiale roslinnym
Table 1. Applied methods used for the extraction and determination of saponins in plant material
Metody ekstrakeji Metody oznaczania
maceracja
HPLC/DAD
ekstrakcja wspomagana ci$nieniem i temperatura
HPLC/UV
ekstrakcja wspomagana mikrofalami
HPLC/ELSD
ekstrakcja wspomagana ultradzwickami
GC/FID
ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym
LC/MS
ekstrakcja w aparacie Soxhleta
GC/MS

ekstrakcja pod chlodnica zwrotna

2.1. EKSTRAKCJA NADKRYTYCZNYM DITLENKIEM WEGLA

Wiekszos¢ zwiazkéw biologicznie aktywnych obecnych w ro$linie jak
i preparatach z niej otrzymanych, jest wrazliwa na czynniki zewnetrzne takie jak
temperatura czy pH s$rodowiska. Dlatego, w ramach Projektu Plantarum,
podejmujac prébe efektywnego pozyskania substancji bioaktywnych z materiatu
roslinnego, nalezato tak dobra¢ metod¢ ekstrakcyjna, aby nie powodowala ona
degradacji naturalnego profilu najwazniejszych biokomponentéw rosliny. Jedna
z takich technik, nalezacych do grupy metod niekonwencjonalnych,
wykorzystanych w Projekcie, byla ekstrakcja czystym ditlenkiem wegla w stanie
nadkrytycznym (scCO,). Technika ta ze wzgledu na niepolarny charakter scCO, do
tej pory znajdowala szerokie zastosowanie w procesie separacji zwigzkoéw
lipidowych z materiatéw roslinnych, o czym $wiadczy bogactwo krajowych jak
1 zagranicznych publikacji [1, 12, 13, 15, 17, 21]. W ramach realizacji projektu
Plantarum rozwingliSmy te technike o ekstrakcje bardziej polarnych zwigzkdéw
biologicznie aktywnych takich jak zwiazki fenolowe i flawonoidy. Zaleta CO, jako
rozpuszczalnika, jest niska warto$¢ jego punktu krytycznego, tj. punktu powyzej
ktorego ditlenek wegla przechodzi w stan nadkrytyczny, w ktérym przyjmuje
wlasciwos$ci usrednione pomiedzy stanem gazowym i ciektym (Tab. 2): ci$nienie
krytyczne - 73,8 bar, temperatura krytyczna - 31,3°C. Dzigki tak niskim warto-
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$ciom, efektywny proces ekstrakcji moze by¢ prowadzony w obszarze niskich oraz
$rednich temperatur, co pozwala na ekstrakcje termolabilnych zwiazkow
bioaktywnych. Dodatkowo ditlenek wegla, jako oboj¢tne medium, nie reaguje
z pozyskanymi zwigzkami, dzigki czemu naturalna kompozycja ekstraktu zostaje
zachowana. Ponadto, CO, jest przyjazny srodowisku (GRAS - Generally Regarded
As Safe), nie zanieczyszcza produktu koncowego, gdyz w warunkach otoczenia
przechodzi w stan gazowy, samoistnie opuszczajac srodowisko procesu. Ditlenek
wegla powstaje jako produkt uboczny w wielu procesach przemystowych i moze
by¢ tatwo zawracany do innego cyklu produkcyjnego, jest tani i fatwo dostgpny.
Efektywny proces ekstrakcji, z konkretnym zamierzonym rezultatem,
w ramach ktérego pozyskano miedzy innymi ekstrakty z lucerny siewnej i nawtoci
olbrzymiej, musiat zosta¢ wczesniej zoptymalizowany. Mechanizm ekstrakcji
plynem nadkrytycznym jest ztozony. Skutecznos¢ ekstrakcji determinowana jest
przez transport masy substancji ekstrahowanej z powierzchni ro$liny, nastgpnie jej
glebszych warstw, a finalnie z powierzchni kontaktu faz do rozpuszczalnika. Sita
elucyjna danego rozpuszczalnika, a tym samym jego zdolno$¢ do selektywnego
ekstrahowania materiatu roslinnego, zalezy od jego gestosci, ta z kolei zalezna jest
od wartosci temperatury i ci$nienia procesu. Zmiana parametrow procesu, tj.
temperatury i ci$nienia mozna wplyna¢ na dyfuzje rozpuszczalnika jak
i ekstrahowanych czastek, lepko$¢ czy napigcie powierzchniowe, ktdére moga
znacznie utatwi¢ przenoszenie masy z materialu roslinnego. Stad, kluczowe jest
dobranie parametrow procesu, aby w jak najkrétszym czasie otrzymaé najwyzsza
wydajnos¢ procesu czy maksymalng zawarto$¢ wybranych grup zwiazkéw
bioaktywnych przy optymalnych wartosciach temperatury oraz ci$nienia.
Materiatem przeznaczonym do badan procesu ekstrakcji czystym
nadkrytycznym ditlenkiem wegla byta nawlo¢ olbrzymia (Solidago gigantea Ait.)
oraz lucerna siewna (Medicago sativa L.). Nawlto¢ jest rosling powszechnie rosngca
na terenach naszego kraju, dotychczas nie wykorzystang gospodarczo w uprawach
rolnych. Zaleta tej rosliny jest to, ze jest ona bogata w zwigzki biologicznie
aktywne. Wykazano, ze ekstrakty z lisci nawloci bogate s3 w zwiagzki fenolowe,
taniny oraz flawonoidy, dzieki czemu wykazuja aktywno$¢ antyoksydacyjna oraz
mikrobiologiczng, przeciw takim bakteriom jak Listeria monocytogenes czy
Staphylococcus aureus. Dodatkowo ekstrakty otrzymane przy wysokich cisnieniach
wykazaly wysoka aktywnos¢ przeciw Salmonella spp. [40]. Substancjami czynnymi
zawartymi we wszystkich gatunkach nawloci sa: flawonoidy (kwercetyna, rutyna,
astragalina), olejki eteryczne, garbniki pirokatechinowe, zywice i $Sluzy [39, 21-23].
Liczne badania dowodza, ze zawarte zwiazki czynne w lisciach, todygach oraz
kwiatach nawtoci wykazujg dziatanie przeciwutleniajace (antioxidant), przeciw-
bakteryjne (antimicrobial), przeciwgrzybiczne (antifungal), przeciwzapalne (anti-
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inflammatory), hipotensyjne (antihypertensive), przeciwnowotworowe (antitumor),
chroniace prace serca (cardioprotective), hamujace skurcze miesni (spasmolytic)
oraz moczopedne (diuretic effects) [40, 41]. Z kolei lucerna siewna jest rosling
uznawang za tanie zrédlo bialka. Poza biatkiem bogata jest ona w metabolity
wtorne takie jak flawonoidy, w tym m.in. medikarping, genisteing czy daidzeing
oraz saponiny takie jak hederagenina oraz sojasapogenol. Ponadto, w ekstrakcie
znajdujg sie inne grupy zwiazkéw bioaktywnych: chlorofile, witaminy (C, E, By,
B,, B¢ oraz Bi;) czy B-karoten. Dzigki zawartosci tych substancji ekstrakty
z lucerny wykazuja dziatanie przeciwgrzybicze, przeciwbakteryjne (anti-bacterial),
owadobojcze (insecticidal) czy nicieniobdjcze (nematicidal) [42].

Jak wspomniano wczesniej, zaleta ptynu nadkrytycznego jest to, ze posiada
wilasciwosci usrednione, odpowiadajace obu stanom skupienia w jakich danym
rozpuszczalnik moze wystgpowacé naturalnie, w przypadku ditlenku wegla jest to
gaz oraz ciecz (Tab. 2). Gestos¢ ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym jest
zblizona do gestosci cieczy, dzieki temu ma on wysoka site wymywania zwigzkow
z materiatu roslinnego. Z drugiej strony jego lepkos¢ i wspdtczynnik dyfuzji
zblizone sg do parametréw odpowiadajgcych stanowi gazowemu, przez co napigcie
powierzchniowe jest pomijalnie mate, co z kolei umozliwia szybkie przenikanie
plynu przez zloze i finalnie skutkuje wigksza wydajnoscia procesu osiagnieta
w krotszym czasie ekstrakcji [43-45].

Tabela 2. Wiasciwosci fizyczne ditlenku wegla w roznych stanach skupienia
Table 2. Properties of carbon dioxide in different states of aggregation
‘WiasciwoSci fizyczne CO,
Parametr plyn w stanie .
gaz ciecz
nadkrytycznym
Gestos¢, @ (g/ecm’) 107 0,3 1
Wspotezynnik dyfuzji, D (cm”/s) 107 10° 5x10°
Lepkos¢, n (g/cm-s) 10* 10* 107

Zaleta plynéow bedacych w stanie nadkrytycznym jest ich wysoka
selektywnos$¢. Posiadaja zdolnos¢ wybiorczego rozpuszcezania zwigzkdw o tej samej
lotnosci, ale roznej strukturze chemicznej. Selektywnos$¢ separacji zwigzkow
zawartych w materiale roslinnym zalezy od jego sktadu, struktury molekularnej,
wlasciwosci czastek, a takze parametrow ekstrakcji: temperatury, ci$nienia oraz
wlasciwosci rozpuszczalnika. Selektywno$¢ zwigzana jest z rozpuszczalnoscia, im
wieksza rozpuszczalno$¢ tym mniejsza selektywnos¢. Jednak w przypadku SFE
zalezno$¢  selektywno$é-rozpuszezalno§é  jest  bardziej  zlozona.  Dla
wielkoczasteczkowych zwiazkéw, jakimi sa zwiazki bioaktywne, selektywno$é
ro$nie z ci$nieniem w obszarze niskich jego wartosci, osiggajac maksimum, po
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czym maleje wraz z dalszym wzrostem ci$nienia. Kluczem do efektywnego
pozyskania bioaktywnych sktadnikow matryc roslinnych jest wigec optymalizacja
warunkoéw procesu, tj. temperatury oraz cisnienia.

Ponadto, szybkos¢ przeptywu rozpuszczalnika réwniez wpltywa na wydajnosé
procesu, zbyt duza warto$¢ przeplywu moze powodowaé odrywanie si¢ od matrycy
substancji nierozpuszczalnych w rozpuszczalniku badz czastek statych, co skutkuje
zawyzeniem wydajnosci. Jednoczesnie obserwuje sie rozcienczenie uktadu, gdyz
ilo§¢ wyekstrahowanych substancji czynnych przelicza si¢ na zawyzona masg
ekstraktu. Stad, trzecim parametrem optymalizowanym w ramach realizacji badan
byto natezenie przeptywu rozpuszczalnika.

W ramach projektu Plantarum do celow optymalizacji wykorzystano metody
matematyczno-statystyczne, ze wzgledu na to, iz zapewniaja one krotszy czas
pracy, mniejsze zuzycie materialow roslinnych i rozpuszczalnikéw, a finalnie
nizszy sumaryczny koszt procedury optymalizacyjnej. W przypadku badan
projektowych wykorzystany zostat plan Boxa-Behnken’a, gdzie analizowano
wplyw trzech zmiennych niezaleznych tj. temperatury, ci$nienia oraz natezenia
przeplywu ditlenku wegla przez material roslinnych, na wybrane kryteria.
Kompletny plan sktadat si¢ z 15 eksperymentéw w réznych warunkach, gdzie do
pbzniejszej interpretacji danych zastosowano metodologie powierzchni odpowiedzi
oraz analize wariancji. Tak prowadzona procedura, umozliwita uzyskanie
optymalnych warto$ci parametréw procesu zapewniajagcych maksymalng
odpowiedz zalozonego kryterium.

W ramach realizacji projektu, powodzeniem zakonczyla si¢ optymalizacja
warunkéw  ekstrakeji ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym lucerny oraz
nawloci, ze wzgledu na maksymalng wydajnos$¢ procesu, jak rowniez maksymalna
zawartos¢ wybranych grup zwiazkéw biologicznie aktywnych: catkowitg zawartos¢
polifenoli oraz flawonoidow, lipidéw w tym kwaséw ttuszczowych czy chlorofili.
Potwierdzono migdzy innym, ze skfad koncowego ekstraktu zalezy od warunkow
procesu, jak réwniez to iz z wykorzystaniem metod matematyczno-statystycznych
mozliwe jest przeprowadzenie procesu ekstrakcji, tak aby wzbogaci¢ ekstrakty
w wybrane grupy zwiazkow bioaktywnych. Jest to szczegoélnie wazne, z punktu
widzenia dalszego ich zastosowania w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym
czy spozywczym [16-18].

2.2. EKSTRAKCJA WSPOMAGANA ENZYMAMI

Nowoczesna nauka i technologia pomogly przemystowi spozywczemu,
kosmetycznemu i innym przemystom niespozywczym, w poprawie jakosci
produktéw poprzez dostarczanie zaawansowanych urzadzen i skladnikéw. Aby
sprosta¢ pojawiajacym si¢ wymaganiom, potrzebne sa nowe zaawansowane techno-
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logie ekstrakcji. Ekstrakcja wspomagana enzymami to najnowsze podejscie do
ekstrakcji bioskladnikéw z materiatdw roslinnych. Metoda ta wykorzystuje enzymy
degradujace sciany komoérkowe takie jak pektynazy, celulazy, glukanazy oraz
ksylanazy. Ekstrakcja wspomagana enzymatycznie jest doskonaty alternatywa dla
konwencjonalnych technik ekstrakcji ze wzgledu na wydajnos¢, tagodne warunki
prowadzonych proceséw, jak réwniez niskg toksycznos¢ dla srodowiska. Metody
ekstrakcji z zastosowaniem enzyméw zaliczane sg do obszaru tzw. ,zielonej
chemii”, poniewaz ograniczaja zuzycie toksycznych rozpuszczalnikow oraz energii
niezbednej do izolacji zwiazkdéw biologicznie aktywnych [11, 46].

Enzymy byly uzywane od setek lat, a dzi§ ich stosowanie jest prawie
nieograniczone. Historyczne zastosowania enzyméw do produkcji piwa, wina, sera
i chleba sa eleganckimi przyktadami przemystowego wykorzystania ich mocy
i selektywnosci. Enzymy sa idealnymi katalizatorami wspomagajacymi ekstrakcje,
modyfikacje lub synteze zlozonych bioaktywnych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego. Ekstrakcja wspomagana enzymami opiera si¢ na zdolnosci enzymdow
do katalizowania reakcji o wyjatkowej specyficznosci, selektywnosci i zdolnosci do
funkcjonowania w tagodnych warunkach przetwarzania. Metoda ta otwiera droge
do zastosowania lagodniejszych, mniej toksycznych rozpuszczalnikow, dzieki
czemu ekstrakty beda mogly by¢ wykorzystywane na szersza skale w przemysle
spozywczym i farmaceutycznym. Zastosowane w ramach realizacji projektu
Plantarum enzymy maja zdolno$¢ degradacji lub niszczenia $cian komoérkowych,
umozliwiajagc w ten sposdb lepsze uwalnianie i bardziej wydajna ekstrakcje
substancji bioaktywnych [47].

Zastosowanie hydrolizy enzymatycznej przed ekstrakcja moze poprawié
efektywnos¢ ekstrakeji dzigki lepszemu przenoszeniu masy, zmniejszeniu wielkosci
czastek, zwiekszeniu powierzchni kontaktu i poprawie dystrybucji rozpuszczalnika.
Ponadto, trawienie enzymatyczne surowca skutkuje zmniejszeniem zuzycia
rozpuszczalnika, a takze skroceniem czasu ekstrakcji [48-51]. Jednakze, gléwna
wada tej metody jest trudno$¢ w doborze odpowiednich warunkéw reakcji
enzymatycznej. Skuteczno$¢ prowadzonych proceséw enzymatycznych zalezy
w duzej mierze od rodzaju zastosowanego enzymu lub mieszanki enzymow oraz
doboru optymalnych warunkéw ich dziatania (pH, sity jonowej, temperatury). Dla
przyktadu, celulaza jest skutecznym enzymem w ekstrakcji zwigzkow fenolowych z
wytloczyn winogron. Natomiast preparaty enzymatyczne z celulazg oraz beta
glukozydaza zastosowane oddzielnie znaczaco podnosza wydajnos¢ ekstrakcji
zwiazkéw polifenolowych z lisci guawy. Z literatury znany jest synergistyczny
wplyw dwéch preparatdéw enzymatycznych: jednego wykazujacego aktywnosé
pektynazy oraz drugiego, wykazujacego aktywnos$¢ celulazy, w ekstrakcji soku
winogronowego z winorosli lisiej (Vitis labrusca L). Zastosowana mieszanina



SUROWCE ROSLINNE T PRODUKTY NATURALNE — NOWE NADZIEJE 975

poprawia wydajno$¢ pozyskiwania soku winogronowego oraz prowadzi do wzrostu
zawartosci zwiazkow polifenolowych [51-53].

Koszt enzymu jest jedng z gtownych przeszkéd na drodze do komercjalizacji
zastosowania technologii enzymatycznej [11]. Jednakze, znany jest preparat
wieloenzymatyczny zawierajacy ksylanaze, beta-glukanazg, celulaze, amylazg
i proteazg, ktéry poprawia skutecznos$¢ ekstrakcji zwiazkéw polifenolowych
z pozostatosci po parzeniu czarnej herbaty oraz ze zmielonego materialu roslinnego
lucerny siewnej. Preparat ten jest powszechnie stosowany w przemy$le rolnym
w celu poprawy strawnosci pasz dla zwierzat. Jest niedrogi i dostepny w duzych
ilosciach. Z tego powodu mozna go zastosowa¢ na skale przemystowa w celu
poprawy wydajnosci ekstrakcji [11, 46].

W dzisiejszych czasach coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy sie
sprzezenie  techniki  ekstrakcji ~ wspomaganej enzymami z  innymi
niekonwencjonalnymi technikami ekstrakcji, ktore pomagaja w uzyskaniu dobrej
wydajnosci i jednoczesnie wymaganej selektywno$ci, czynigc proces bardziej
ekologicznym. Stosowanie ~ enzyméw ~ w  przemysle  spozywczym
i biotechnologicznym do ekstrakcji jest ekonomicznie efektywne i stanowi postep
w nowoczesnych procesach technologicznych [46].

UWAGI KONCOWE

Podsumowujac, wiedza jaka zglebiano w trakcie realizacji Projektu Plantarum,
pozwolifa na wyciagnigcie daleko idacych wnioskow, dostarczyta nowych informacji
o wiasciwos$ciach ekstraktow pozyskiwanych z roslin i miodu [3, 5, 9, 10, 54, 55],
a przede wszystkim otworzyla nowe mozliwosci wykorzystania skladnikow
wystepujacych w pozyskanych ekstraktach (zwiazki biologicznie aktywne), w takich
dziedzinach jak: medycyna, farmacja i kosmetyka (Tab. 3).

Finalnie w Projekcie, dokonano klasyfikacji wybranych surowcéw roslinnych,
wskazano skfadniki majace wartos¢ odzywcza, okre$lono ich wlasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne. Podjeto proby okreslenia zaleznosci migedzy sposobem
uprawy a jakoscia plonow, z uwzglednieniem hodowli roslin o dedykowanych
i zwigkszonych zawartosciach substancji biologicznie aktywnych. Waznym etapem
byly badania nad przygotowaniem wyrobu medycznego wspomagajacego proces
leczenia zmian tuszczycowych, gdzie jako substancje czynna zastosowano, nalezacy do
cyklitoli, D-chiro-inozytol. Na bazie ekstraktu z lucerny opracowano suplement diety
wspomagajacy leczenie powaznych choréb cywilizacyjnych tj. dyslipidemii oraz
miazdzycy. Pozostatosci poekstrakcyjne z surowcow roslinnych (lucerna, nawtoc),
wykorzystano w opracowaniu innowacyjnych dodatkéw do mieszanek paszowych dla
zwierzat hodowlanych oraz jako dodatek do nawozow mikroelementowych przeznaczo-
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nych dla rolnictwa. Przetworzona biomasa roslinna, jak to zostato udowodnione, moze
by¢ z powodzeniem wykorzystywana jako material wysokoenergetyczny (w postaci
pelletu), a tym samym jest zZrédlem energii odnawialnej.

Tabela 3.  Wlasciwosci i mozliwosci wykorzystania zwiazkow biologicznie aktywnych, pochodzenia
roslinnego lub wyodrebnionych z ekstraktow z produktow naturalnych; opracowanie wiasne,
czgsciowo wg [56]

Table 3. Properties and applications of biologically active compounds from plant origin or extracted
from natural products; own study, partly according to [56]

Zroédla zwiazkow biologicznie aktywnych -

it . Obszary dzialania
surowce roslinne i produkty naturalne y

Poprawiaja funkcje
drég oddechowych i
(klirens $luzowo- )

rzeskowy) ® 050

U

Ulatwiaja
CyKlitole, flawonoidy, odkrztuszanie
kwasy polifenolowe i saponiny i lagodza kaszel
wystepowanie: owoce, warzywa, ziola, przyprawy, miod,
produkty pszczele, preparaty ziolowe, napary, odwary, octy Poprawiaja
aromatyczne, nalewki (tinktury), maceraty przepuszczalnosé
naczyn

Wykazuja
wiasciwosci
przeciwwirusowe

Wykazuja
wihasciwosci
przeciwzapalne

Zwigkszaja
fagocytoze

Poprawiaja
wydolnos¢ ptuc

Zmiataja wolne
rodniki (whasciwosci
przeciwutleniajace)

Pozytywnie
wplywaja na
mikrobion jelitowy

Poprawiaja
wydolnos¢
organizmu (krotszy
czas leczenia
pacjentow)
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Wplywaja na ﬁ
zmniejszenie liczby belt »
infekcji “'

Wspomagaja
odpornosé N
organizmu na | -,
infekcje bakteryjne ]
i wirusowe .

Zmniejszaja
insulinoopornos¢

Poprawiaja jakos¢ .
snu ‘%

Biorac pod uwage potrzebe wprowadzania nowych rozwigzan, w Polsce i na
$wiecie prowadzona jest polityka innowacyjnosci, zmierzajaca ku temu, aby rozwdj
gospodarczy byl bardziej efektywny poprzez wspieranie nowatorskich rozwiazan
opracowanych przez naukowcow, ale takze poprzez wlasciwe zarzadzanie
przedsiebiorstwami i wprowadzanie nowych technologii. Najbardziej sprawdzona
formula  wsparcia innowacyjnosci jest wspdlpraca osrodkow  naukowych
z przedsiebiorstwami. Taka wizja rozwoju dotyczy rowniez potozonego w srodkowej
czesci Polski, wojewddztwa kujawsko-pomorskiego (Rys. 5). Istotnym dla rozwoju
gospodarczego tego wojewodztwa jest dobrze rozwinigte rolnictwo, co ma zwiazek
z licznymi inwestycjami w przemyst spozywczy. Nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage na
umiejscowienie na obszarze calego wojewodztwa gospodarstw zajmujacych sie
produkcja owocdéw i warzyw, plantacji ziét i pasiek, ktore moga by¢ zrodtem
zaopatrzenia w Polsce i za granica. Potozenie geograficzne sprawia, ze krzyzuja sie tu
wazne szlaki transportowe, co utatwia dostep do rynkéw i dostawcow polskich oraz
zagranicznych. Dobry jest takze dostep do jednostek medycznych i uzdrowiskowo-
sanatoryjnych. Liczne zabytki, a wsrdd nich zespot staromiejski Torunia, ktdry zostat
wpisany na Liste $wiatowego dziedzictwa UNESCO oraz walory przyrodnicze,
stwarzajace doskonale mozliwosci dla rozwoju turystyki. Kujawsko-pomorskie to takze
tradycje przemystowe i rozwoj takich galezi jak: przemyst chemiczny, $rodkow
transportu, elektroniki, nawozow azotowych i tworzyw sztucznych. Warunki
srodowiskowe sprzyjaja réwniez rozwojowi energetyki odnawialnej. Wojewodztwo
kujawsko-pomorskie posiada bogate zaplecze naukowo — badawcze. Istotnym dla
rozwoju wojewodztwa jest obecnos¢ wiodacych o$rodkow naukowych, ktére wspieraja
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przeptyw nowoczesnych rozwiazan z nauki do przemystu. (m. in. program Zdrowa
i bezpieczna zywno$c¢).

Zdrowie Nauka
Edukacja Gospodarka
Rolnictwo
Rysunek 5.  Strategia rozwoju wojewodztwa kujawsko-pomorskiego, opracowanie wlasne
Figure 5. Kujawsko-Pomeranian Voivodeship development strategy, own study
PODZIEKOWANIA

Badania, ktérych wyniki sa opisane w tej pracy byly finansowane ze srodkéw
grantu: ,,Rosliny uprawne oraz produkty naturalne jako zrdédita substancji
biologicznie aktywnych przeznaczonych do produkcji preparatéw kosmetycznych,
farmaceutycznych i suplementéw diety” (nr BIOSTRATEG2/298205/
9/NCBR/2016) przyznanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, okres
realizacji 2016-2021.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] M. Ligor, L-A. Ratiu, A. Kietbasa, H. Al Suod, B. Buszewski, Electrophoresis, 2018, 39, 1860.

[2] H. Al-Suod, M. Ligor, 1.-A. Ratiu, K. Rafinska, R. Goérecki, B. Buszewski, Phytochem. Lett.,
2017, 20, 507.

[3] H. Al-Suod, I.-A. Ratiu, M. Ligor, T. Ligor, B. Buszewski, J. Sep. Scie., 2018, 41, 1118.

[4] I.-A.Ratiu, H. Al-Suod, M. Ligor, T. Ligor, V. Railean-Plugaru, B. Buszewski, Electrophoresis,
2018, 39, 1966.

[5] H. Al-Suod, L.-A. Ratiu, M. Ligor, T. Ligor, B. Buszewski, J. Sep. Scie., 2018, 41, 1118.

[6] H. Al-Suod, P. Pomastowski, M. Ligor, V. Railean-Plugaru, B. Buszewski, Phytochem. Anal.,
2018, 29, 528.



SUROWCE ROSLINNE T PRODUKTY NATURALNE — NOWE NADZIEJE 979

S S el i B S M

— —
A~ b w
[
— =

i~
N

A. Owczarczyk-Saczonek, L.B. Lahuta, M. Ligor, W. Placek, R.J. Goérecki, B. Buszewski,
Nutrients, 2018, 10, 1891.

H.H. Al-Suod, 1.-A. Ratiu, R. Gorecki, B. Buszewski, J. Sep. Scie., 2019, 42, 1265.

L.-A. Ratiu, H. Al-Suod, M. Ligor, T. Ligor, A. Krakowska, R. Gorecki, B. Buszewski, Food
Anal. Meth., 2019, 12, 1466.

L.-A. Ratiu, H. Al-Suod, M. Bukowska, M. Ligor, B. Buszewski, Molecules, 2020, 25, 34.

A. Krakowska, K. Rafinska, J. Walczak, B. Buszewski, Ind. Crops Prod., 2018, 124, 931.

A. Kielbasa, A. Krakowska, K. Rafinska, B. Buszewski, J. Sep. Scie., 2019, 42, 465.

A Kielbasa, A. Krakowska-Sieprawska, T. Kowalkowski, K. Rafinska, B. Buszewski, J. Sep.
Scie., 2020, 43, 671.

K. Rafinska, P. Pomastowski, O. Wrona, R. Gorecki, B. Buszewski, Phytochem. Lett., 2017, 20,
520.

A. Krakowska, K. Rafinska, J. Walczak, T. Kowalkowski, B. Buszewski, J. AOAC Int., 2017,
100, 1681.

O. Wrona, K. Rafinska, C. Mozenski, B. Buszewski, Ind. Crops Prod., 2019, 130, 316.

O. Wrona, K. Rafinska, C. Mozenski, B. Buszewski, J. AOAC Int., 2017, 6, 1624.

O. Wrona, K. Rafinska, C. Mozenski, B. Buszewski, Ind. Crops Prod., 2019, 142, 111787.

K. Rafinska, P. Pomastowski, J. Rudnicka, A. Krakowska, A. Maruska, M. Narkute,
B. Buszewski, Food Chem., 2019, 289, 16.

B. Buszewski, K. Rafinska, A. Cvetanovi¢, J. Walczak, A. Krakowska, J. Rudnicka, Z. Zekovi¢,
Phytochem. Lett., 2019, 30, 338.

A. Issaoui, H. Ksibi, M. Ksibi, Arabian J. Chem., 2017, 10, 3967.

K.A.Wojtunik-Kulesza, A. Oniszczuk, T. Oniszczuk, M. Waksmundzka-Hajnos, Biomed.
Pharmacother., 2016, 78, 39.

S. Losada-Barreiro, C. Bravo-Diaz, Eur. J. Med. Chem., 2017, 133, 379.

A. Krakowska, B. Buszewski, Analityka, 2016, 4, 4.

S. Sasidharan, Y. Chen, D. Saravanan, K.M. Sundram, L. Yoga Latha, Afr. J. Tradit.
Complement. Altern. Med., 2011, 8, 1.

R. Glinka, J. Gora, Zwiazki naturalne w kosmetyce. Wydawnictwo Warsaw Voice Warszawa,
2000.

F. Shahidi, M. Naczk, Phenolics in food and nutraceuticals, CRC Press LLC, Boca Raton, 2004.
R.A. Baxter, J. Cosmet. Dermatol., 2008, 7, 2.

C. Rice-Evans, N.J. Miller, G. Paganga, Free Radic. Biol. Med., 1996, 20, 933.

D. Raffa, B. Maggio, M.V. Raimondi, F. Plescia, G. Daidon, Eur. J. Med. Chem., 2017, 142,
213.

T.M. Kutchan, Curr. Opin. Plant Biol., 2005, 8, 292.

S.S. Nadar, P. Rao, V.K. Rathod, Food Res. Int., 2018, 108, 309.

M. Puri, D. Sharma, C.J. Barrow, Trends Biotechnol., 2012, 30, 37.

T. Moses, K.K. Papadopoulou, A. Osbourn, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., 2014, 49, 439.

J.M. Augustin, V. Kuzina, S.B. Andersen, S. Bak, Phytochem., 2011, 72, 435.

K. Jatczak, G. Grynkiewicz, Acta Biochim. Pol., 2014, 61, 227.

Ch.Y. Cheok, H.A.K. Salman, R. Sulaiman, Food Res. Int., 2014, 59, 16.

G. Pappalardo, J.L. Lusk, Food Qual. Prefer., 2016, 53, 151.

M.A. Rostagno, J.M. Prado, Natural product extraction principles and applications, RSC
Publisging, Brasil, 2013.

G. Paun, E. Neagu, C. Albu, G.L. Radu, J. Herb. Med., 2016, 6, 180.

M. Amtmann, J. Food Compos. Anal., 2010, 23, 122.

G. Bruner, Gas extraction. An introduction to fundamentals of supercritical fluids and the
application to separation processes, Springer-Verlag, New York, 1994.



980

M. LIGOR, K. RAFINSKA, O. WRONA, A. KIELBASA, A. KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA, B. BUSZEWSKI

[43]

[44]

[45]

[56]

R.B. Gupta, J.J. Shim, Solubility in supercritical Carbon Dioxide, CRC Press, Taylor & Francis
Group, London, 2007.

M. Saito, Y. Yoshio, Supercritical fluid extraction and supercritical fluid chromatography for
preparative separation. Jasco Report Publisher, Hachioji, Tokyo, 1990.

B. Wenclawiak, Analysis with supercritical fluids: extraction and chromatography, Springer-
Verlag, Berlin, 1992.

A. Krakowska-Sieprawska, K. Rafinska, J. Walczak-Skierska, B. Buszewski, Molecules, 2020,
25,2074.

K.C. Baby, T.V. Ranganathan, Chemical Weekly, 2013, 1, 213.

Y.J. Fu, W. Liu, Y-G. Zu, M-H. Tong, Sh-M. Li, M-M. Yan, T. Efferth, H. Luo, Food Chem.,
2008, 111, 508.

M. Mushtaq, B. Sultana, S. Akram, F. Anwar, A. Adnan, S.S.H. Rizvi, Anal. Bioanal. Chem.,
2017, 409, 3645.

J.H. Cho, B. Saurabh, O. Tae-Jin, H.J. Jong, MBL, 2013, 41, 236.

B.B. Li, B. Smith, M.M. Hossain, Sep. Purif. Technol., 2006, 48, 189.

R. Gémez-Garcia, G.C.G. Martinez-Avila, C.N. Aguilar, 3 Biotech, 2012, 2, 297.

L. Wang, Y. Wu, Y. Liu, Z. Wu, Molecules, 2017, 22, 1648.

B. Buszewski, M. Bukowska, M. Ligor, I. Staneczko-Baranowska, Environ. Sci. Pollut. Res.,
2019, 26, 34723.

M. Ligor, M. Bukowska, I.-A. Ratiu, R. Gadzata-Kopciuch, B. Buszewski, Molecules, 2020, 25,
5817.

A. Tahir, M. Javed, Z. Hussain, Int. J. Funct. Nutr., 2020, 1, 1-6.

Praca wplyngta do Redakcji 12 maja 2021 r.



