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Za wszelka pomoc 1 wsparcie dzigkuje tym, ktorzy trwali przy mnie we
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determinacji (t¢ zwykle mam sporg) 1 czasu (z tym juz nieco gorzej — bo
cho¢ znalaztam tysigc sposobow, jak go zabi¢, to ani jednego, jak go
wskrzesic.
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1. Streszczenie w jezyku polskim

Problem czystosci materiatow ziotowych uzywanych do produkcji suplementow diety jest
od dawna tematem dyskusji wielu grup zainteresowanych rynkiem zywnosci w Polsce i na
swiecie.

Co jaki$ czas wznawiany jest dyskurs odno$nie dotyczacy zbyt niskiej jakosci produktow
zywnos$ciowych oferowanych na rynku zaréwno lokalnym, jak i $wiatowym. Zanieczyszczenie
zywnos$ci, w tym surowcow zielarskich, to oprocz niskiej warto$ci odzywcezej oferowanego
towaru drugi, najbardziej powazny problem dotyczacy produktow zywnosciowych.

Pomimo wyznaczonych norm (odgérnie natozonych przez odpowiednie organizacje UE
oraz ratyfikowanych w Polsce), ciggle jeszcze nie istnieje zaden organ kontroli, ktory jasno
wskazywalby na potrzebe kazdorazowego badania zywnos$ci, w tym ziot przed wprowadzeniem
ich na rynek konsumencki.

Celem ponizszej pracy doktorskiej byto opracowanie metody higienizacji ziél oraz
gotowych mieszanek ziolowych, ktéra stanowitaby dobry kompromis pomig¢dzy wysoka
skuteczno$cig dekontaminacyjng, a jak najnizszym potencjatem degradujacym zwigzki
biologicznie czynne, jednocze$nie odpowiedzialne za efekt leczniczy danego surowca.

Niniejsza praca opisuje poszczegolne etapy realizacji badan nad skutecznoscig uzycia ozonu
jako $rodka o wysokiej efektywnos$ci oczyszczajacej wobec zanieczyszczen mikrobiologicznych
w surowcach roslinnych.

Do badan wybrano cztery gatunki popularnych na terenie Polski ziot, stosowanych
w medycynie naturalnej jako skuteczne remedia w wielu dolegliwos$ciach, a takze jako produkty
spozywcze. Byly to: kwiatostan rumianku pospolitego (Matricaria chamomilla L.), owoc kopru
wioskiego (Foeniculum vulgare L.), ziele wrotyczu pospolitego (Tanacetum vulgare L.) i ktgcze
tataraku zwyczajnego (Acorus calamus L.). Materiaty te zostaty najpierw przebadane pod katem
obecnosci zanieczyszczenia mikrobiologicznego. Okreslono czystos¢ probek, uwzgledniajgc
0g6lng liczb¢ drobnoustrojow, zaréwno bakterii, jak i grzybéw drozdzopodobnych
i plesniowych. Wytyczne, niezbedne do okreslenia czystosci mikrobiologicznej przyjeto zgodnie
z procedura zawartg w Farmakopei Polskiej, wydanie XI. Uzyskane wyniki analizowano wobec
probki wyjsciowej, niepoddanej ozonowaniu.

Nastepnym etapem pracy bylo pozyskanie olejku eterycznego, ktory to proces odbyt si¢ na
drodze destylacji z para wodng z surowca, ktory wczesniej poddano procesowi ozonowania.
Destylacje wykonano przy pomocy aparatury Derynga. Sklad olejkow zostat ustalono na

podstawie analizy GC-MS.



Aktywno$¢  przeciwutleniajagcg  uzyskanych  ekstraktow ~ wodno-metanolowych
znamionowano wykorzystujac metody ABTS i DPPH. Oznaczono réwniez zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych (ogotem) w tych ekstraktach, wykorzystujac odczynnik Folin-Ciocalteau. Ponadto
ustalono zawartosci ilosciowe referencyjnych zwigzkow fenolowych w ekstraktach pozyskanych
z surowca poddanego procesowi ozonowania przy wykorzystaniu techniki chromatografii
cieczowej.

Ostatnim etapem prowadzonych w ramach doktoratu wdrozeniowego prac byto poddanie
procedurze ozonowania gotowych mieszanek ziotowo-witaminowych, uzywanych do produkcji
suplementow diety firmy Wedes Concept Piotr Rejda.

Uzyskane wyniki badan potwierdzily zasadno$¢ uzycia ozonu jako skutecznego srodka do
stabilizacji mikrobiologicznej wybranych serii materialdbw oraz koncowych produktow -
suplementéw diety. Staly si¢ takze fundamentem wdrozenia procesu 0zonowania do linii
produkcyjnej w przedsigbiorstwie Wedes Concept Piotr Rejda. Prowadzony obecnie w firmie
proces produkcji suplementow diety, kazdorazowo uwzglednia etap oczyszczania 0zonowego
substratow roslinnych, a kazde opakowanie opatrzone jest adnotacja: ,,do produkcji suplementu
wykorzystano innowacyjny proces higienizacji materiatu roslinnego zachowujgcy wiasciwosci

prozdrowotne ”.



2. Streszczenie w jezyku angielskim

The purity of herbal materials used in the production of dietary supplements has long been a
topic of discussion among various groups interested in the food market in Poland and worldwide.

Periodically, the discourse regarding the low quality of food products offered on both the
local and global market is resumed. Food contamination, including herbal raw materials, is the
second most significant problem concerning food products, in addition to their low nutritional
value.

Despite the established standards (imposed by the relevant EU organizations and ratified in
Poland), there is still no control body that clearly indicates the need for regular testing of food,
including herbs, before they are introduced into the consumer market.

The aim of this doctoral research was to develop methods of herbal higienization and ready-
made herbal blends that would strike a good balance between high decontamination effectiveness
and the lowest possible degradation potential of biologically active compounds responsible for
the medicinal effect of the material.

This research describes the individual stages of studying the effectiveness of using ozone as
a highly efficient cleansing agent for microbiological contaminants in plant materials.

Four species of popular herbs in Poland, used in natural medicine as effective remedies for
various ailments and also as food products, were selected for the study: common chamomile
flowers (Matricaria chamomilla L.), fennel fruits (Foeniculum vulgare L.), common tansy herb
(Tanacetum vulgare L.), and sweet flag rhizome (Acorus calamus L.). These materials were first
tested for the presence of microbiological contamination. The purity of the samples was
determined, taking into account the total number of microorganisms, including bacteria, yeast-
like fungi, and molds. The microbiological purity criteria were adopted according to the
procedure specified in the Polish Pharmacopoeia, 11th edition. The obtained results were
analyzed in relation to the non-ozonated starting sample.

The next stage of the research involved obtaining essential oil through steam distillation from
the ozone-treated raw material. Distillation was performed using a Deryng apparatus. The
composition of the oils was determined based on GC-MS analysis.

The antioxidant activity of the obtained water-methanol extracts was determined using the
ABTS and DPPH methods. The total phenolic content in these extracts was also determined using
the Folin-Ciocalteau reagent. Furthermore, the quantitative contents of reference phenolic
compounds in the extracts obtained from ozone-treated raw materials were determined using

liquid chromatography techniques.



The final stage of the research carried out within the framework of the implementation
doctorate was subjecting ready-made herbal-vitamin blends used in the production of dietary
supplements by Wedes Concept Piotr Rejda to the ozone treatment procedure.

The conclusion of the research and the analysis of the resulting data ultimately confirmed the
effectiveness of using ozone as an efficient agent for microbiological stabilization of selected
series of materials and final products - dietary supplements. This became the basis for the
implementation of this process into the production line of Wedes Concept Piotr Rejda.

Dietary supplements currently manufactured, taking into account the ozone purification stage
of the materials used in their production, are labeled with the annotation: "innovative plant
material higienization process preserving health properties was used for supplement
production™.



3. Wstep

Rynek suplementow diety jest wspotczesnie jedng z najdynamiczniej rozwijajacych sie gatezi
handlu zywnoscig na swiecie. W samej Europie zostat wyceniony na ok. 15 mld USD w 2020
roku i prognozuje si¢, ze osiagnie on CAGR (ang. Compound Annual Growth Rate,
skumulowany roczny wskaznik wzrostu) na poziomie 5,49% w latach 2021-2026.> W Polsce
w 2020 roku warto$¢ rynku suplementéw diety oszacowano na 5,04 mld PLN (ok. 1,55 mld
USD), co znaczgco przerosto prognozy rynkowe z 2015 roku, okreslne na ponad 1 mld PLN
mniej.? Zakladany przyrost sprzedazy suplementow diety na $wiecie (liczony w mIn USD)

przedstawia Rysunek 1.3
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Rysunek 1. Prognozowany wzrost sprzedazy suplementéw diety (w mln USD) dla $wiata.®

Wedhug definicji wynikajacej z przepisow prawa zywnosciowego suplement diety to srodek
spozywczy, ktorego celem jest uzupetnienie normalnej diety, bedacy skoncentrowanym zZrédtem
witamin lub sktadnikéw mineralnych lub innych substancji wykazujacych efekt odzywcezy lub
inny fizjologiczny. Moze wystgpowaé w postaci pojedynczych lub ztozonych kompozycii,
wprowadzany do obrotu w formie umozliwiajacej konieczne dawkowanie. Moze takze by¢
w postaci kapsutek, tabletek, drazetek i w innych podobnych formach, saszetek z proszkiem,
amputek z ptynem, butelek z kroplomierzem i w innych podobnych postaciach ptynéw
1 proszkow przeznaczonych do spozywania w matych, odmierzonych ilo$ciach jednostkowych,
z wylaczeniem produktoéw posiadajacych witasciwosci produktu leczniczego w rozumieniu

przepiséw prawa farmaceutycznego.*



Suplementy diety wprowadzane do obrotu na terenie Rzeczypospolitej Polskiej; musza
spelnia¢ wszelkie wymogi okreslone w “Ustawie o bezpieczenstwie zywnosci i Zywienia” z dnia
25 sierpnia 2006 r. oraz z “Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia w sprawie sktadu oraz
oznakowania suplementoéw diety” z dnia 9 pazdziernika 2007 r.%, a takze z “Rozporzadzeniem
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi w sprawie znakowania srodkow spozywczych” z dnia 10
lipca 2007 r.°

Suplementy diety réznig si¢ miedzy soba zaréwno pod wzgledem sktadu jak i zalecen do
stosowania. Mozemy rozroznia¢ takze suplementy wedtug formy, w jakiej sg produkowane
i sprzedawane oraz wedtug grup docelowych, do ktorych sg kierowane. Najbardziej podstawowy
podziat obejmuje:’

e Suplementy witaminowo-mineralne — zawieraja zwykle zestaw najbardziej niezbednych
dla ludzkiego organizmu sktadnikow, koniecznych dla zachowania zdrowia fizycznego
i psychicznego. Niedobér witamin i mineraldow moze znaczaco wpltywaé na zmniejszenie
zdolnosci obrony przed szkodliwymi patogenami za posrednictwem uktadu immunologicznego.
Suplement multiwitaminowo - mineralny moze by¢ zatem dobrym zabezpieczeniem przed
okresowym niedoborem skltadnikow odzywczych w diecie konsumenta. Suplementy
witaminowo - mineralne wystgpuja w postaci tabletek lub kapsulek zelowych, w postaci
proszkéw dodawanych do wody, batonéw, cukierkdw lub lizakoéw przeznaczonych dla dzieci.

¢ Suplementy ziolowe — Wystepuja najczesciej w postaci suszy roslinnych, przeznaczonych
do sporzadzania naparéw. Stuza zatem nie tylko jako dobre Zrédto dla uzupetnienia brakow
sktadnikow witaminowo — mineralnych czy innych niezbednych substancji biologicznie
czynnych, ale przede wszystkim majg wskazanie do stosowania jako srodek wspomagajacy przy
leczeniu wielu chorob. Kuracje ziotami sg nie tylko jednym z najstarszych sposobow
przywracania zdrowia, ale réwniez wspotczesnie stanowig rownolegla Sciezke wspomagania
terapii  konwencjonalnej. Wiele systemow ,opieki zdrowotnej” starozytnych cywilizacji
bazowato na naturalnych surowcach roslinnych, a wspotczesna farmakologia na nowo odkrywa
leczniczy potencjat ziol. Jeszcze w roku 1994 WHO (Swiatowa Organizacja Zdrowia)
oszacowala, ze 80 proc. §wiatowe] populacji nadal ch¢tnie uzywa tradycyjnych terapii, opartych
na ziotolecznictwie jako jedynego i wystarczajacego remedium na dolegliwosci lub stosuje
terapie ziotowe jako wspomagajace dla rekomendowanego przez lekarzy leczenia.

e Pelnowartosciowe suplementy diety — Sporzadzone z mieszanki skoncentrowane;,
poprzez odprowadzenie z zywno$ci wody, czesto z dodatkiem witamin i1 mineratow. Dzigki
takiemu procesowi suplement diety jest w petni naturalny, dobrze skomponowany pod wzgledem
odzywczym (dzigki dodatkom mineralno — witaminowym moze stanowi¢ nawet doskonalsza

alternatywe dla swojego odpowiednika w naturze), jest dobrze przyswajany przez organizm.
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Minusem moze by¢ jednak cena, gdyz zwykle jest on drozszy niz suplementy oparte na
pojedynczych, wyizolowanych sktadnikach.

W ostatnich latach, wraz ze wzrostem $§wiadomos$ci zdrowotnej spoteczenstw, lepszym
wyedukowaniem oraz tatwym dostgpem do wiedzy coraz wigcej 0sob sigga po skoncentrowane
sktadniki uzupehiajgce diete. Takze nowoczesny styl zycia, ogdlny pospiech oraz trudniejszy
dostep do zdrowej, naturalnej zywnosci niejako stanowig czynnik ,,wymuszajacy” uzupetnianie
codziennej diety w niezbe¢dne sktadniki odzywcze, witaminy czy mineraty.

Rynek suplementéw diety stanowi cze$¢ rynku globalnego, ktory - jak juz wczesniej
wspomniano - charakteryzuje sie¢ cigglym wzrostem sprzedazy. Wyniki oraz analiza badan
rynkowych potwierdzaja, ze suplementy diety stanowia wazny sktadnik diety niemal kazdego
cztowieka na $wiecie. W Polsce wedtug badan przeprowadzonych w 2006 r. szacuje sie, ze 22%
0s0b zazywalo co najmniej jeden suplement diety codziennie, czgs$ciej byty to kobiety.
Zauwazono rowniez, dodatnig korelacje wyksztatcenia danej osoby z czestotliwos$cia siggania po
suplementy.®

W celu poszerzenia swojej oferty sprzedazowej, a wigc rowniez zwickszenia zyskow,
zardwno wielkie firmy farmaceutyczne, jak i mniejsze przedsiebiorstwa produkujace suplementy
diety nieustannie prowadza analizy codziennych zachowan i decyzji podejmowanych przez
konsumentow. Oferta obecnych na rynku produktow jest szeroka i precyzyjnie dopasowana do
kazdej grupy odbiorcow. Jak wynika z opublikowanych badan, czgsto siggamy po suplementy
w sposob dowolny i niekontrolowany przez lekarzy. Latwa dostgpnos$¢ oraz sztuczne kreowanie
potrzeby zdrowotnej, moze zatem prowadzi¢ do powaznego zachwiania homeostazy organizmu.®

W USA ponad potowa dorostych codziennie uzywa co najmniej jednego rodzaju suplementu
diety, najczesciej multiwitaminy. Przyczyng tego, oprocz wzrostu $wiadomosci zdrowotnej oraz
wydluzajacego si¢ wciaz cyklu trwania zycia sg powszechnie i czesto pojawiajace si¢ reklamy
tego typu produktow. Europa zajmuje drugie miejsce na $wiecie na liScie najwigkszych rynkéw
dla dystrybucji suplementéw diety. W Stanach Zjednoczonych przeprowadzono przekrojowe
badanie 0 nazwie NHANES 2003- 2006.1° Przeanalizowano stosowanie suplementow diety
w populacji USA (przez okres 1 roku), z podzialem na grupy wiekowe. Sposob, w jaki
konsumenci stosowali suplementy mierzono za pomoca kwestionariusza, ktorym udato si¢
zbada¢ 49% populacji USA (44% mezczyzn, 53% kobiet). Najczesciej zglaszano stosowanie
preparatoéw multiwitaminowo-mineralnych (33%). Wiekszo$¢ osob deklarowata przyjmowanie
tylko jednego suplementu diety i robila to codziennie. Omoéwione powyzej wyniki
zaprezentowano w Tabeli 1.

Nastgpnym rodzajem sondazu spotecznego, bedacym niejako kontynuacja badania

NHANES 2003-2006, bylo zestawienie wynikow badania NHANES jednak prowadzonego
8



w latach 2007-2011 z wynikami innych badan, ktore takze omawiaty zachowania konsumenckie
w stosunku do stosowania suplementow diety. Wszystkie one dotyczyty obywateli Stanow
Zjednoczonych (badanie konsumenckie CRN, 2011 r.) oraz 0so6b na co dzien zajmujacych si¢
branzg zwigzang z zywnos$cig 1 zywieniem (najczesciej byli to przedstawiciele zawodu

dietetyka). Wyniki zestawia Tabela 2.

Tabela 1. Podzial wiekowy przyjmowania suplementow.!

Wiek [lata] Mezczyzni Kobiety
19-30 36% 43%
31-50 44% 55%
51-70 58% 72%

Powyzej 70 66% 75%

Tabela 2. Odsetek 0s6b podajacych rézne powody stosowania suplementow diety w badaniu
NHANES 2007-2011 oraz w dwoch badaniach CRN, jedno w 2011 r. dotyczace stosowania
suplementow diety przez konsumentow 1 jedno w 2009 r. dotyczace stosowania przez
dietetykow. !

Przyczyna przyjmowania Badanie Badanie Badanie CRN
g s31/1 lerl)neilljt()w NHANES konsumenckie dietetycy, 2009 ’r
P lata 20072011 CRN, 2011 r. yey, :
Poprawa ogélnego stanu zdrowia, 45% brak danych brak danych
zachowanie dobrego zdrowia
Poprawa samopoczucia 33% 58% 53%
Zdrowe kosci 25% 30% 58%
Uzup_elmeme z_ilet_y w §kladmkl 290 42% 42%
mineralne i witaminowe
Zapobieganie niedoborom
witaminowym, profilaktyka 20% 26% brak danych
zdrowotna
Zdrowe serce, nizszy poziom 15% 29% 19% 25%. 16%
cholesterolu
Wzmocnienie odpornosci 15% 32%, 17% 25%, 21%
Zdrowe stawy, zapot_neganle 129 20% 15%
artretyzmowi
Zwigkszenie poziomu energii 11% 3% 15%
Skora, wlosy i paznokcie 5% (tylko skora) 17% 13%
Zdro‘ww jelit lub okreznicy, 5% 15% 26%
zdrowie uktadu pokarmowego
Zdrowie oczu 4% 13% 9%
Zdrovl\(/le psychlcgne lub 4% 13%
oncentracja
Utrata masy ciala, odchudzanie 3% 14% 6%




Jednak suplementy diety to nie tylko warto$¢ odzywcza czy uzupelnienie witamin
1 mineratow dla organizmu. Jak kazdy produkt spozywczy, musi cechowacé go bezpieczenstwo
stosowania. Wszelkie reguly dotyczace aspektu bezpieczenstwa zwigzanego z zywno$cia
i zywieniem ludzi zostaly Szczegdtowo sprecyzowane w Ustawie z dnia 25 sierpnia 2006 r.
o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia.*?

Niezwykle wazne jest, aby kazde przedsigbiorstwo, ktére produkuje suplementy diety dbato
o jako$¢ 1 bezpieczenstwo swojego produktu poprzez spetnianie wszystkich wytycznych
dotyczacych kontroli czystosci, wysokiej biodostepnosci 1 bezpieczenstwa toksykologicznego.
System HACCP jest obowigzkowym w Polsce systemem zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci,
obowigzujacym takze producentéw suplementow diety.'?

Przedsigbiorcy zajmujacy si¢ produkcja zywnosci moga takze zabiega¢ o akredytacje ISO
22000 FSMS w zakresie bezpieczenstwa zywnosci oraz certyfikacje GMP do oceny systemow
zarzadzania jako$cia 1 bezpieczenstwem dotyczacych praktyki wytwarzania towarow.
Wszystkie, zwigzane z opisanymi powyzej  procedurami dziatania, jakie podejmuja
przedsiebiorstwa zajmujace si¢ produkcja zywnosci 1 zywieniem ludzi sg czeg$cig tzw. ,,dobrej
praktyki produkcyjnej” i jednoczes$nie potwierdzeniem dbatosci danego podmiotu wytworczego
o jako$¢ prowadzonych w przedsigbiorstwie proceséw. Skladaja si¢ one na ustawiczny proces
zapewniania bezpieczenstwa wytwarzanej zywnosci, ktore to potwierdza odpowiednia
dokumentacja i procedury pézniejszych audytow.

Problematyka zagrozen zwigzanych z przyjmowaniem suplementéw diety to jednak nie
tylko jakos¢ czy czysto$¢ mikrobiologiczna stosowanego produktu. Takze ilo$¢ 1 czgstotliwos¢
spozywania srodkOw wspomagajacych ludzki organizm moze mie¢ znaczacy wptyw na zdrowie
I samopoczucie konsumenta.

Ponizej zamieszczono podziat suplementow diety oraz innych substancji aktywnych,
spozywanych przez ludzi w celu osiagnigcia konkretnej korzysci zdrowotnej lub okreslonego
efektu. Zestawienie, ktére przedstawia omawiane zjawisko zilustrowano w postaci tzw.
,piramidy bezpieczenstwa” Podstawe jej tworzy tzw. ,,zielona strefa”, w ktorej znalazly si¢
produkty o duzej tolerancji bezpieczenstwa. Sg to m.in.: probiotyki, multiwitamina i mineraly,
kwasy tluszczowe; w tym kwas ®-3, aminokwasy, witamina B complex, tyrozyna oraz
réznorakie odzywki rekomendowane dla sportowcow.

Kolejnym stopniem objete sa produkty o mniejszym zakresie swobody stosowania, ktore to
srodki powinny podlega¢ kontroli lekarzy. Dlugotrwate przyjmowanie ich, szczegodlnie
w dawkach samodzielnie ustalonych przez konsumenta moze przyczyni¢ si¢ do zachwiania

homeostazy organizmu. W diagramie okreslone zostaty przez tzw. ,stref¢ z6ttg”. Umieszczono
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tutaj takie produkty jak: kreatyna, koenzym Q10, chrom, kofeina, B-alanina, antyoksydanty,
napoje energetyzujace, odzywki biatkowe, kwercetyna, glutamina, L-arginina i L-karnityna.
Czubek piramidy stanowi tzw. ,,strefa czerwona”. Obejmuje ona takie substancje, ktére maja
udowodniony wptyw na ludzki organizm, jednak nie stanowig one suplementéw diety
w rozumieniu definicji tego sformutowania. Kolor czerwony wskazuje na duze zagrozenie wobec
stosowania produktow z tej grupy. Znajduja si¢ tutaj réznego rodzaju substancje aktywne, czesto
o rejestracji farmaceutycznej jako leki (hormony, zwiazki nasladujagce hormony oraz substancje
psychoaktywne), a uzywane przez ludzi niezgodnie ze wskazaniami medycznymi i poza kontrola
lekarska, czesto takze czesto takze poza regutami obowiazujacego prawa.® W strefie
niebezpiecznej znalazly si¢: efedryna, synefryna, melatonina, testosteron. Omawiang powyzej

piramide prezentuje Rysunek 2.

Kreatyna, Koenzym Q10, Beta-Alanina,
Antyoksydanty, Napoje energetyczne,
Odzywki biatkowe, Kwercetyna, L-
Arginina, L-Karnityna, Glutamina,
Kofeina

Strefa zolta — ryzyko
umiarkowane

Strefa zielona —
bezpieczna

Rysunek 2. Piramida ryzyka dla stosowania suplementow diety oraz innych substancji
wplywajacych na ludzki organizm.®

3.1 Zanieczyszczenia surowcow roslinnych

Zanieczyszczenia surowcow roslinnych to problem wieloaspektowy, poniewaz potencjalne
zrédta kontaminacji moga dotyczy¢ kazdego etapu pozyskiwania materiatu roslinnego —
poczynajac od procesu wzrostu i zbioru z miejsca uprawy az do ostatniego etapu formutowania
gotowego suplementu diety (moggcego przybra¢ roznorakie formy — np. suszow, herbat,
kapsutek itp.). Niemniej jednak obecnos¢ drobnoustrojow takich jak wirusy, bakterie, grzyby
drozdzopodobne i plesniowe ponad normy ustalone przez odpowiednie organy do tego powotane
jest zjawiskiem wysoce niekorzystnym. Z jednej strony bytowanie niepozadanych

drobnoustrojéw w materiale ro$linnym stwarza bezposrednie zagrozenie dla zdrowia
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konsumenta, a z drugiej stanowi istotny czynnik obnizajagcy warto$¢ rynkowa surowca
ros§linnego. Aby zachowac jak najbardziej zblizong do natury forme, co ma korelowacd
z zachowaniem wigkszoS$ci najbardziej istotnych dla osiggnigcia efektu zdrowotnego sktadnikow
aktywnych w roslinie, produkty zielarskie sg najczesciej przetwarzane w minimalnym stopniu.
Zwigzane jest to z degradujgcym wplywem na biochemiczny sktad w ro$linie zaréwno wysokiej
temperatury, podwyzszonego cis$nienia czy dziatania substancji chemicznych o potencjale
dezynfekujacym. W zwiazku z tym powstaje konieczno$¢ kontrolowania potencjalnych
mozliwo$ci skontaminowania materiatlu roslinnego na kazdym etapie jego pozyskiwania
i obrobki.** Jak juz wyzej wspomniano do skazenia surowca moze dochodzi¢ na wielu etapach
tancucha produkcyjnego, na co wplyw ma wiele czynnikow, takich jak rodzaj uprawy (produkty
z produkcji konwencjonalnych i ekologicznych),®® typ klimatu sprzyjajacy rozwojowi
okreslonych patogendow czy wzrost roslin prowadzony w ztych warunkach sanitarnych, ktory
wigze si¢ z obecnoscig zwierzat oraz ich odchodow.'® Skazenie mikrobiologiczne moze mieé
charakter pierwotny wynikajacy z obecnosci drobnoustrojow naturalnie bytujacych na roslinach
(mikroflora epifityczna) lub wtorny, kiedy do surowca dostajg si¢ drobnoustroje z gleby, wody
czy powietrza jak rdwniez powstale w czasie zbioru, transportu, przetwarzania
i przechowywania.!” Stopien skazenia moze réwniez zaleze¢ od rodzaju roliny, gdyz niektore
ro$liny zawieraja naturalne bariery i wydzielaja substancje przeciwdrobnoustrojowe, ktore
wywieraja dziatanie hamujace na wzrost patogenow.8

Skazenie mikrobiologiczne ziotowych produktow leczniczych zalezy w duzej mierze od
obowiazujacego stanu prawnego i praktyk stosowanych w réznych krajach. Badanie probek
ziolowych preparatow leczniczych pozyskanych ze zidentyfikowanych ziotowych punktow
sprzedazy detalicznej w Kadunie w Nigerii wykazalo wysoki stopien zanieczyszczenia wieloma
roznorodnymi rodzajami mikroorganizméw patogennych.!’®* W sumie przebadano 150
preparatow, z czego az 46,67% byto skazonych bakterig Salmonella enterica, Salmonella
enteritidis 1 Salmonella typhimurium 19,33%, 58,67% Escherichia coli, a 65,33%
Staphylococcus aureus. Wyniki catkowitej liczby bakterii tlenowych wykazaly, ze najwyzsza
$rednig liczbe > 5x107 CFU/g stwierdzono w 89 (59,33%), natomiast $rednig liczbe < 5x107
CFU/qg stwierdzono w 42 (28%) preparatach. Jedynie w 19 (12,67%) preparatach nie stwierdzono
skazenia przekraczajacego dozwolone normy.

Wyniki badan probek domowych i komercyjnych preparatow ziotlowych zebranych od
pacjentow w Brazylii daty podobne rezultaty.!® Wzrost bakterii stwierdzono w 51,5% probkach,
a wzrost grzybow w 35,6% probkach. Limity bezpieczenstwa byly przekroczone w 31,8%
probkach preparatow ziotowych, praktycznie w rowniej ilosci w preparatach przygotowywanych
w warunkach domowych jak i komercyjnych (16,7% versus 15,1%). Najcze¢sciej izolowane
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bakterie to: Staphylococcus aureus (49,2%), Salmonella spp. (34,8%), E. coli (25,8%)
I Pseudomonas aeruginosa (14,4%).

Z kolei badanie przeprowadzone w Niemczech ocenito zanieczyszczenie mikrobiologiczne
produktow przygotowanych ze S$wiezych warzyw i ziot, produkowanych metodami
ekologicznymi i konwencjonalnymi, dostepne w sprzedazy detalicznej.’® Bakterie z rodzaju
Enterobakterii oraz Pseudomonas byty dominujagcymi mikroorganizmami i zostaty wykryte we
wszystkich probkach. Szczepy E. coli wykryto w 9 probkach zywnosci innej niz ziota i 25
probkach zio6t (33,3%). Stwierdzono istotne rdéznice w liczbie bakterii pomigdzy produktami
z upraw konwencjonalnych i ekologicznych: w ziotach liczba plesni byla istotnie wyzsza
w produktach z upraw ekologicznych, podczas gdy E. coli wykryto tylko w produktach z upraw
konwencjonalnych. W probkach zywnosci opartej na ros§linach uprawianych konwencjonalnie
liczba grzybow drozdzopodobnych i plesniowych byta znacznie wyzsza. Salmonella enterica —
Salmonella enteritidis zostala wykryta tylko w dwoch probkach analizowanej w tym badaniu
zywnosci (salatki warzywno-ziolowe), opartej na skladnikach pochodzenia roslinnego,
uprawianych konwencjonalnie i w jednej probce sataty wyprodukowanej metodami
ekologicznymi (2,6%). W $wiezych sktadnikach salatek warzywnych i ziotach nie wykryto
gronkowcow koagulazo - dodatnich. Wysokie poziomy Bacillus cereus sensu lato wykryto w 19
produktach warzywnych (16,7%) i w 55 probkach $§wiezych zidt (73,3%). Listeria
monocytogenes nie zostata znaleziona na $wiezych ziotach; jednakze trzy szczepy
L. monocytogenes wyizolowano z dwoch konwencjonalnie wyprodukowanych probek satatek.

W Polsce pozyskiwanie ziot ze stanu naturalnego regulujg akty prawne dotyczace ochrony
roslin oraz akty prawne Wspolnoty Europejskiej w zakresie ekologicznej produkcji rolnicze;.
Zbior surowcOw leczniczych prowadzony jest na wybranych stanowiskach w miejscach
ekologicznie czystych, aby zapewni¢ wysoka jakos¢ surowca przektadajaca si¢ na wysoka jako$é
ziot i preparatow ziotowych. 202!

Czynniki wplywajace na jako$¢ mikrobiologiczng surowca zielarskiego przedstawiono na

Rysunku 3.
- egzogenne
charakterystyka wewngtrzkomorkowe .Q g ) Klimat
7 skazenie zanieczyszczenia B
rosliny : ; ; wilgotnosc
mikrobiologiczne mikrobiologiczne
naturalne bariery czynniki wewnetrzne warunki pakowania i czynniki zewnetrzne lokalizacja rosliny i
roslinne zalezne od ziota przechowywania niezalezne od ziota surowca roslinnego
sktad rosliny obrobka ;
budowa i struktura ; : technologiczna, w metoda zbioru,
= substancje przeciw- Lt przechowywanie po
y drobnoustrojowe tym dekontaminacja Spiaees

Rysunek 3. Czynniki determinujace jako$¢ mikrobiologiczng ziot.1®
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Wiele drobnoustrojow oddzialujacych na organizmy roslinne to chorobotwoércze patogeny,
ktore poprzez wzbudzenie stresu biotycznego uposledzaja ich wzrost i reprodukcj¢. Rosliny, aby
efektywnie radzi¢ sobie z atakiem czynnika szkodliwego wytworzyly dwutorowy system
immunologiczny, ktory w sposob konstytutywny lub indukowany zwraca si¢ przeciwko
zagrazajgcemu im patogenowi. Ponizej opisano budowe¢ 1 funkcje roslinnego uktadu

odpornosciowego.

3.1.1 Dekontaminacja

Dzie¢ki procesowi dekontaminacji mikrobiologicznej mozna obnizy¢ liczbg drobnoustrojow
w surowcach zielarskich do takiego poziomu, Ze transmisja zakazenia patogenem zostaje
ograniczona do minimum lub catkowicie niemozliwa — w odroznieniu od sterylizacji, podczas
ktorej dochodzi do calkowitego usunigcia drobnoustrojow, ze sporami 1 formami
przetrwalnikowymi wtacznie.'® Jednakze proces dekontaminacji musi by¢ przeprowadzany
zgodnie z wytycznymi i dyrektywami Unii Europejskiej oraz zasadami prawa krajowego, aby
unikna¢ zanieczyszczenia ziol zwigzkami toksycznymi dla ludzi oraz takimi, ktére moga zmienic¢
ich wlasciwosci fitoterapeutyczne i/lub sensoryczne. 12222324

W procesie dekontaminacji wykorzystuje si¢ metody chemiczne lub fizyczne. Metody
chemiczne, stosowane w postaci gazu, plazmy gazowej lub cieczy, wykazuja si¢ wysoka
skuteczno$cia w zakresie obnizenia poziomu drobnoustrojow w surowcu, ale wiele metod
dekontaminacji prowadzi do utraty olejkoéw eterycznych, obnizenia jako$ci, zmiany
charakterystyki surowca i/lub powstania toksycznych zwiazkow po dekontaminacji. Z tego
wzgledu niektore z nich wycofano.?>? Fizyczne usuwanie obejmuje przepuszczanie roztworow
lub gazow przez filtr zdolny do zatrzymywania mikroorganizmow oraz promieniowanie
1 zastosowanie skrajnych temperatur, chemiczne natomiast oparte jest na stosowaniu zwigzkow
chemicznych uszkadzajacych drobnoustroje. Metody dekontaminacji mozna réwniez podzieli¢
na: tradycyjne, polegajace na stosowaniu takich substancji jak: etanol, formaldehyd, fumigacja
siarkowa, bromek metylu czy tlenek etylenu, a takze zastosowaniu promieniowania jonizujacego,
mikrofalowego, ultrafioletowego, ekstruzji, pary wodnej, tyndalizacji czy wysokiego ci$nienia

oraz metody alternatywne, do ktorych zalicza si¢ ozonowanie i wykorzystanie plazmy.?®

3.1.1.1 Dekontaminacja — metody chemiczne

Wsrod metod chemicznych wyrdznia sie procedury oparte o chemikalia w postaci gazu,

plazmy gazowej lub cieczy. Metody chemiczne schematycznie przedstawiono na Rysunku 4.
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Rysunek 4. Chemiczne metody dekontaminacji.'8

Fumigacja, czyli gazowanie, jest technika, podczas ktorej materiat roslinny jest traktowany
zwigzkiem gazowym bezposrednio zabijajagcym drobnoustroje, takie jak wirusy, bakterie, grzyby
drozdzopodobne oraz plesniowe. W odniesieniu do surowcoéOw roslinnych powinna by¢
przeprowadzana na wczesnym etapie ich obrobki.?” Fumigacje przeprowadza sie w zamknietych
pomieszczeniach, tj. w specjalnych komorach fumigacyjnych. Do tego rodzaju dekontaminacji
wykorzystuje si¢ szereg fumigantéw o réznym stopniu efektywnosci i toksycznosci. Komitet ds.
Ziotowych Produktow Leczniczych (Committee on Herbal Medicinal Products, HMPC)
dzialajacy w ramach EMEA zauwaza, ze jakos$¢ ziolowych produktow leczniczych zalezy m.in.
od jako$ci wyjSciowego materiatu roslinnego. Stosowanie tlenku etylenu do dekontaminacji
substancji ziotowych jest zabronione w Europie od 31 grudnia 1989 z powodu jego toksycznosci.
Dlugotrwate narazenie na tlenek etylenu moze zwiekszy¢ ryzyko zachorowania na biataczke,
rozwoju guzow moézgu i1 innych nowotworéw, a takze moze powodowaé uszkodzenie
chromosomow i zaburzaé¢ funkcjonowanie uktadu rozrodczego. Natomiast bromek metylu, jeden
z najczescie] stosowanych fumigantow, jest obecnie wycofywany na catym $wiecie zgodnie
z Protokolem Montrealskim 1992, poniewaz jest to substancja zubozajaca warstwe ozonowa
klasy I. Dla ludzi jest najbardziej niebezpieczny w miejscu fumigacji. Narazenie ludzi na wysokie
stezenia bromku metylu moze powodowa¢ niewydolno$¢ osrodkowego uktadu nerwowego
i uktadu oddechowego, a takze uszkadzaé ptuca, oczy i skore.?

Fumigacja dwutlenkiem siarki, popularnie nazywana fumigacja siarkows, jest popularng
metoda suszenia 1 dekontaminacji zidét stosowanych w tradycyjnej medycynie chinskie;j.
Fumigacja siarka stata si¢ tanig alternatywa dla suszenia korzeni ro$lin leczniczych na stoncu,
cho¢ podnoszone sa zastrzezenia odno$nie bezpieczenstwa tego procesu i jego wplywu na
obnizenie warto$ci leczniczych surowca. Fumigacja jest procesem szybszym 1 tanszym,

szczegblnie przy zastosowaniu do surowcow posiadajgcych duze ilosci wody. Meta-analiza
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wykonana przez Liu i wsp.?® pozwolita na identyfikacje 16 badan oceniajacych wptyw fumigacji
siarkg na skutecznos$¢ i bezpieczenstwo zidt leczniczych. Wykazano, ze proces ten zmniejszat
skuteczno$¢ zi6t modulujacych dziatanie uktadu odpornosciowego, co przypisano utracie
zawartosci sktadnikow aktywnych w dekontaminowanym surowcu. Fumigacja siarkg zwigkszata
toksyczno$¢ ziot leczniczych, gtownie hepatotoksycznosé, co moze wynika¢ z pozostatosci
dwutlenku siarki 1 metali cigzkich po fumigacji oraz generowania pochodnych siarki
i toksycznych metabolitéw. Dodatkowym efektem fumigacji siarkg jest wybielenie korzeni
1 ktaczy roslinnych, ktére prowadzi do podniesienia waloréw wizualnych surowca kosztem jego
faktycznej jakosci leczniczej. Z tego powodu chinska farmakopea zabronita od 2005 roku
fumigacji siarka w celu bielenia zi6t uzywanych w tradycyjnej medycynie chinskiej. 33
Niemniej jednak nie opracowano norm ilo$ciowych ani przepisoOw dotyczacych dopuszczalnych
poziomoéw dwutlenku siarki w ziotach.®?

Ozonowanie stosuje si¢ od 1840 roku, m.in. do konserwacji zywno$ci. Zastosowania ozonu
w kolejnych latach objety przetwarzanie zywnosci, wodolecznictwo, stomatologi¢ i1 inne
dziedziny medycyny. 33343536 Obecnie wykorzystywany jest do dezynfekcji, roéwniez
w medycynie, ze wzgledu na szeroki zakres dziatania przeciwko bakteriom zaréwno Gram-
dodatnim, jak i Gram-ujemnym, a takze grzybom i wirusom. W literaturze dostgpne sg opisy
wielu réznych urzadzen do dezynfekcji, sposobow aplikacji i generatorow ozonu. Badania
dokumentuja réwniez rozng skuteczno$¢ w zaleznosci od stezenia tego gazu, relatywnej
wilgotnosci, pH, zawarto$ci materii organicznej oraz innych parametréw dezynfekowanego
obiektu.®” W ocenie skutecznoéci ozonowania trzeba bra¢ tez pod uwage rodzaj drobnoustroju,
ktory ma by¢ usuniety. W przypadku grzybow plesniowych 1 drozdzopodobnych, ozon hamuje
wzrost ich komorek na roznych etapach rozwoju, a W przypadku wiruséw, ozon uszkadza kapsyd
wirusa i zaktoca cykl reprodukcyjny. Dodatkowo, zasada jest, ze komorki wegetatywne sa
bardziej wrazliwe niz zarodniki, a zatem bakterie sa bardziej wrazliwe niz grzyby
drozdzopodobne i plesniowe. Natomiast wsrdd bakterii, Gram-dodatnie sg bardziej wrazliwe niz
Gram-ujemne ze wzgledu na réznice w budowie $ciany komoérkowe;j.?>38

Dekontaminacja ozonem znajduje swoje zastosowanie nie tylko w obrobce zywnosci, ale
rowniez surowcow roslinnych, wykorzystywanych do produkcji suplementéw diety czy lekow
ziotlowych. Proces ten musi by¢ jednak dopasowany do rodzaju surowca, aby zminimalizowac
utrate korzystnych wlasciwosci materiatu.®® Jedne z pierwszych prac omawiaty analize badan
nad surowcami wykorzystywanymi w tradycyjnej medycynie chinskiej, i na tej postawie
sformutowano wnioski, Ze metod¢ ozonowania mozna stosowa¢ na roéznych etapach
produkcji.3037

W badaniu wplywu ozonowania na pieprz (Piper nigrum L) stwierdzono, ze ozonowanie
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mielonego czarnego pieprzu spowodowato utlenienie niektorych sktadnikow olejku lotnego,

podczas gdy obrobka termiczna nie miata znaczacego wplywu na sktadniki olejku lotnego catego

ziarna pieprzu.?’“% W przypadku kardamonu (Elettaria cardamomum L.) doszto do obnizenia
caltkowitej zdoInoéci antyoksydacyjne;j.'®
Mechanizm dzialania ozonu opisujag w swojej pracy z 2018 roku rowniez Giuliani G.,

Ricevuti G., Galoforo A. i Franzini M.*! Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ozonu jest do$é

selektywna, ograniczajaca sic w wigkszosci do reakcji z:14243

a) nienasyconymi wigzaniami poprzez poprzez cykl addycji do wigzan podwojnych;

b) grupami sulfhydrylowymi, licznie wystepujacych w enzymach drobnoustrojow. Moze
wyjasnia¢ szybka inaktywacje mikroorganizméw i zarodnikow bakterii przez ozon;

€) polisacharydami prowadzac do rozerwania wigzan glikozydowych i powstania kwasow
alifatycznych i aldehydow;

d) pierwszorzgdowymi i drugorzgdowymi alkoholami alifatycznymi moze prowadzi¢ do
powstania hydroksywodoronadtlenkéw, prekursorow rodnikéw hydroksylowych, ktore
z kolei silnie reaguja z weglowodorami;

e) degradacji peptydoglikanu, a w szczeg6lnosci N-acetyloglukozaminy (wystepujace;
w $cianach komorkowych bakterii zarowno Gram-(+) i Gram-(-) oraz w kapsydach
WIrusow;

f) aminokwasami i peptydami;

g) nienasyconymi kwasami thuszczowymi poprzez relatywnie tatwe utlenienie i powstanie
produktéw cyklicznej addycji;

h) zasadami azotowymi wystepujacymi w kwasach nukleinowych, zwlaszcza tyming,
guanina 1 uracyl. Reakcja ozonu z nukleotydami uwalnia jony weglowodanowe

i fosforanowe.

Mechanizm dziatania ozonu zaproponowali Cenci i wsp. 2022.** Udowodnili oni powstanie
dimerow biatkowych (poprzez grupy tiolowe) oraz reakcj¢ z 4-hydroksynonenalem (4-HNE)
powstajacym w procesie degradacji kwasow tluszczowych uwalnianych z dwuwarstwy lipidowe;j
komorki. Rysunek 5 przedstawia schematyczny mechanizm dziatania ozonu na btong

komorkowa komorki bakteryjne;.
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Rysunek 5. Degradujace dziatanie ozonu na kwasy tluszczowe uwalniane z dwuwarstwy
lipidowej komorki.

Uzycie formaldehydu, ktéry moze by¢ wykorzystywany w formie ptynnej lub gazowej, jest
niezwykle  skuteczng  technologia ~do  chemicznego usuwania zanieczyszczenia
mikrobiologicznego. Formaldehyd, inaczej metanal lub formalina, jest zwigzkiem syntetycznym
otrzymywanym z metanolu, ale moze tez powstawa¢ w czasie ogrzewania zywnos$ci bogatej
w biatko. Formaldehyd jest najczesciej dostgpny w handlu jako 30-50% roztwér wodny,
powszechnie okreslany jako formalina. Formaldehyd jest uzywany do konserwacji i dezynfekcji
np. lekow dla ludzi i zwierzat oraz materiatow biologicznych (szczepionki wirusowe zawieraja
0,05% formaliny jako czynnik inaktywujacy), do dezynfekcji oddziatow szpitalnych oraz do
konserwacji i balsamowania probek biologicznych. Formaldehyd i leki zawierajace formaldehyd
sa rowniez stosowane w stomatologii.*> Formaldehyd w formie gazowej wykazuje sie¢ wysoka
skuteczno$cia bakteriobdjcza i sporobdjcza — najwyzsza w relatywnej wilgotnosci 90-95%,
w temperaturze 40-45°C.*® Niemniej jednak po dezynfekcji formaldehydem w formie gazowe;j
obserwuje si¢ znaczng ilo$¢ formaldehydu rezydualnego. 110$¢ ta zalezna jest od charakterystyki
dezynfekowanego materiatu.*” Formaldehyd, charakteryzujac sie wysoka toksycznoscia, nie jest
substancjg oboj¢tng dla cztowieka. Ma on wiasciwosci karcenogenne, moze wywotywac alergie
kontaktowe i astme u 0sob z narazeniem zawodowym na ta substancje. 849505152

Formaldehyd nie jest stosowany do zywnoS$ci, ale jego potencjat do usuwania
zanieczyszczenia z ziot jest ograniczony jego toksycznoscig. Dopuszczalne dzienne stosowanie
formaldehydu nie moze przekraczaé 0,15 mg/kg masy ciata.>® Dodatkowym minusem tej metody
dezynfekcji jest znaczne zmniejszenie iloéci olejkow eterycznych w surowcach roélinnych.®
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Etanol (alkohol etylowy) moze by¢ uzywany do konserwacji jak i dekontaminacji. Etanol
w stezeniu 60-95% ma wysokie dzialanie bakteriobdjcze 1 grzybobojcze wobec form
wegetatywnych; dziatanie to widoczne jest rowniez przy nizszych stezeniach, nawet 20%, z tym,
ze efektywnos$¢ zalezna jest nie tylko od stezenia, ale rowniez od czasu ekspozycji, temperatury
i rodzaju patogenu. Etanol jest nieskuteczny wobec zarodnikow bakterii.> Alkohol etylowy
moze by¢ wytworzony w produkcie w sposob naturalny w wyniku fermentacji alkoholowej lub

sztucznie dodany w postaci 96% w celu konserwacji produktu.

3.1.1.2 Dekontaminacja — metody fizyczne

Wsrod metod fizycznych wyréznia si¢ metody wykorzystujagce czynniki fizyczne, pod
wptywem ktorych dochodzi do niszczenia drobnoustrojow i/lub ich zarodnikow. Wyrdznia si¢
wsrod nich dzialanie skrajnym poziomem temperatur lub ci$nienia oraz roéznego rodzaju
promieniowania. Schematyczne przedstawienie fizycznych metod dekontaminacji znajduje si¢
na Rysunku 6.

- obrobka W uitra ‘ ‘

‘ wysokiej temp. (UHT), tyndalizacja ‘ ‘ para wodna ‘
pasteryzaqa _
dekontaminacja (' ekstruzja (wysokie (" promieniowanie
‘ plazma ‘ fizyczna cisnienie + wysoka ‘ ultrafioletowe ‘
\__ temperatura) _ \__

( przetwarzanie | promieniowanie | promieniowanie |
mikrofalowe jonizujgce

wysokocisnieniowe

Rysunek 6. Fizyczne metody dekontaminacji.>®

Obrobka cieplna za pomoca wysokiej temperatury ma na celu konserwacje poprzez
termiczng degradacje blony komodrkowej drobnoustrojow 1 skladnikéw  komorek
drobnoustrojéw. Metoda ta jest popularna do konserwowania zywnosci, szczeg6lnie mleka i
produktéw mlecznych. W przemysle wykorzystywanych jest kilka technik obrobki cieplnej: 54
e obrobka w ultrawysokiej temperaturze (ultrahigh temperature, UHT) sterylizuje plynny

produkt w temperaturze 135-150°C przez 2-20 s;

e pasteryzacja krotkotrwata w wysokiej temperaturze (high-temperature short-time, HTST)
sterylizuje plynny produkt w temperaturze 72°C lub wyzszej przez 15 s lub dtuze;j;
e pasteryzacja niskotemperaturowa dlugoczasowa (low-temperature long-time, LTLT)

prowadzona w temperaturze okoto 60°C przez 30 min.

19



W odniesieniu do zi6t lub ziotlowych produktow leczniczych, krotkotrwata obrobke cieplng
w wysokiej temperaturze lub pasteryzacj¢ mozna przeprowadzi¢ przed dalszg obrobka surowcow
zielarskich w celu zminimalizowania skazenia mikrobiologicznego. Takie zabiegi moga by¢
nieodpowiednie dla ekstraktow o duzej zawartosci substancji zywicznych, ekstraktow o wysokiej
lepkosci (suchej pozostatosci powyzej 50%) lub ekstraktow o sktadnikach termolabilnych lub
lotnych.?’

Tyndalizacja (pasteryzacja funkcjonalna) jest formg sterylizacji termicznej. Proces polega
na trzykrotnym podgrzewaniu surowca lub produktu do temperatury okoto 100°C przez 20-30
minut co 24 godziny. Tyndalizacja zaklada, ze w pierwszym etapie niszczone sg formy
wegetatywne, a w nastgpnych etapach formy wegetatywne, ktore przetrwaly jako spory
w pierwszych etapach. Tyndalizacja jest skuteczng metoda usuwania zagrozenia
mikrobiologicznego, ale moze mie¢ wptyw na zmiane koloru surowca.>’

Sterylizacja para wodna jest kolejng forma sterylizacji termicznej, ktora prowadzi si¢
w specjalnych urzadzeniach (autoklawach) w temperaturze 121-123°C przez 15-30 min
w nasyconej parze wodnej pod nadci$nieniem powyzej 100 kPa. Zastosowanie nasyconej pary
wodnej skutkuje hydroliza, denaturacjg i koagulacja enzymow i struktur komoérkowych.>* Jesli
wykorzystuje si¢ par¢ wodng do zmniejszenia zanieczyszczenia mikrobiologicznego materiatu
ro$linnego, materiat ten nalezy wysuszy¢ natychmiast po tego typu dekontaminacji, gdyz nawet
niewielkie pozostalosci wody moga mieé¢ wplyw na kolejne etapy przetwarzania.?’” Nalezy
podkresli¢, ze sterylizacja (higienizacja) parag wodng jest jednym z najbardziej popularnych
procesow kontroli zanieczyszczen mikrobiologicznych ziot.

Ekstruzja, czyli proces wytlaczania na gorgco, to proces charakteryzujacych sig
rownoczesnym 1 krotkotrwatym dzialaniem wysokiej temperatury (120-200°C) 1 wysokiego
ci$nienia (20 MPa).1%%® Technologia ta jest szeroko stosowana w przemysle rolno-spozywczym,
jednak wptywa na zmiang wiasciwosci fizycznych i1 chemicznych przetwarzanego produktu,
a takze wplywa na zmiane jego jakosci. Z tego powodu stosowany jest najczesciej dla
nutraceutykow, ktore oferowane sa w postaci wyttoczonych tabletek. Zmiana walorow
fizycznych zwigksza biodostepnos¢ sktadnikow bioaktywnych, ale z tego powodu proces rzadko
stosowany jest w przetwarzaniu ziot. Ekstruzje prowadzi si¢ w ekstruderach, czyli cylindrach
z umieszczonym w $rodku $limakiem. W trakcie przetwarzania surowca materiat jest mieszany,
zageszczany, Sciskany, uptynniany i uplastyczniany. Takg obrobke wykorzystuje sie przy
produkcji np. skrobi, suchych przekasek i karmy dla zwierzat.®® Ekstruzja stosowana jest tez
przy produkcji preparatow ziolowych, np. przy obrébce owocow morwy, ktére sa bogatym
zroédlem antocyjanéw o korzystnym dzialaniu biologicznym. Podczas obrobki wodnej

antocyjany stajg si¢ niestabilne, co obniza ich biodostepnos¢. Natomiast state preparaty
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wytloczone z morwy zawieraja duzg liczbe dostepnych antocyjanéw nawet po inkubacji przez
180 minut w ukladzie plynow jelitowych. Tak wigc proces ten zwigksza rozpuszczalnosé
antocyjanéw w wodzie i ich stabilnoéé zapewniajac przedtuzone uwalnianie.*

Efektywnos$¢ mikrobiologiczna ekstruzji oparta jest na polgczeniu skutkow oddziatywania
na komorke bakteryjng wysoka temperatura, co powoduje jej odwodnienie oraz wysokiego
ciénienia, co z kolei prowadzi do pekniecia blony komorkowe;.®°

Napromienianie powinno by¢ ograniczone do wyjatkowych sytuacji, kiedy zadna inna
metoda nie jest mozliwa. Przy przetwarzaniu surowcow nalezy zwraca¢ uwage na substancje
ziotowe importowane z krajow trzecich, ktoére mogly zosta¢ napromieniowane, ale nie zostato to
zgloszone lub odpowiednio udokumentowane. Dlatego nalezy ustanowi¢ odpowiedni test w celu
wykrycia ewentualnego napromieniowania dla substancji ziolowych z niepewnego zrodia. W tej
technice wykorzystywane sa trzy rodzaje promieniowania jonizujacego:®
promieniowanie gamma, czyli wysokoenergetyczne fotony, ktore generowane jest podczas
spontanicznej emisji fotondéw przez jadro izotopu promieniotwdrczego podczas jego rozpadu
(promienie gamma kobaltu-60, rzadziej cezu-137); dozwolona dawka wynosi od 2 do 10 kGy,
promienie rentgenowskie (X) to fale elektromagnetyczne emitowane przez glgbokie warstwy
atomow 1 jest generowane podczas wyhamowywania elektronéw. Diugos¢ fali wynosi od 0,01
do 10 nm; dozwolona dawka: 5 MeV,

Promieniowanie beta lub przyspieszone wiazki elektronéw to przemieszczenie
elektronow wytworzonych przez promieniotwoércze jadra atomowe podczas przemiany jadrowej;
dozwolona dawka: 10 MeV.

Skutecznos¢ dekontaminacji promieniowaniem jonizujagcym uzalezniona jest od kilku
czynnikéw, m.in. rodzaju surowca oraz liczby i rodzaju drobnoustrojow, a takze od zastosowanej
dawki promieniowania. Ogoélnie wegetatywne formy bakterii sa bardziej wrazliwe na
promieniowanie jonizujgce niz grzyby drozdzopodobne i plesniowe, a liczbe zarodnikéw mozna
réwniez zmniejszy¢ za pomocg promieniowania rentgenowskiego i promieniowania gamma.?’
Uzycie promieniowania regulowane jest dyrektywami unijnymi, gdyz substancje emitujace
promieniowanie jonizujace sa promieniotworcze.®?

Efektywnos¢ procesu dekontaminacji macierzanki (Thymus satureioides), ziota
wykorzystywanego w Maroku do przygotowywanie herbaty, promieniowaniem gamma
w niskich dawkach ponizej 1 kGy zostato zbadane przez Mostafa i wsp.%! Po dekontaminacji
stezenie niektorych zwigzkéw bioaktywnych ulegto zmianie w sposdb zalezny od dawki.
Zaobserwowano wzrost stezenia borneolu i B-kariofilenu (8,59%), nieznaczna zmiana nastgpito
w stosunku do tymolu i tlenku kariofilenu, natomiast st¢zenie karwakrolu, p-cymenu i kamfory

ulegto znacznemu zmniejszeniu. Promieniowanie nie miato wptywu na degradacje barwnika. Nie
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bylo réznicy w stezeniu izotopu uranu 238) i toru 232 pordéwnujac surowiec napromieniany
I nienapromieniany.

Napromienianie wigzka elektrondow w celu usunigcia zanieczyszczenia biologicznego z alg
Spirulina platensis zostalo zbadane przez Brasoveanu i wsp.%® Potencjat antyoksydacyjny
ekstraktu wykazywat akceptowalny spadek przy napromienianiu dawka do 10 kGy, a hamowanie
hialuronidazy bylo zaburzone nawet przy napromienianiu matymi dawkami. Pomiary
spektroskopowe nie wykazaly istotnych modyfikacji dla dawek do 10 kGy. Liczba kolonii
bakteryjnych spadala wraz ze wzrostem dawki napromieniania, jednak przy dawce 20 kGy nie
stwierdzono zadnego zanieczyszczenia mikrobiologicznego, a dekontaminacja dawkami 5 kGy
1 10 kGy pozostawiata dopuszczalny poziom zanieczyszczenia mikrobiologicznego.

Van Calenberg i wsp.®* poréwnali dekontaminacje za pomocg promieni X i napromieniania
wiazka elektronéw trzech rodzajow powszechnie stosowanych przypraw: pieprzu biatego,
stodkiej papryki 1 gatki muszkatolowej. Dla testowanych przypraw suchych nie stwierdzono
wigkszych réznic w zakresie efektywnosci migdzy dwiema technikami napromieniania. Nie
zaobserwowano istotnych réznic pomigdzy widmami probek napromieniowanych elektronami
lub promieniami rentgenowskimi. Pomimo zZe promienie rentgenowskie sg skuteczng metoda
dekontaminacji, to wigkszo$¢ energii potrzebnej do ich wytworzenia jest tracona w postaci
ciepla, co oznacza, ze efektywno$¢ odwrdcenia energii jest stosunkowo niska. W zwigzku z tym
promienie rentgenowskie z powodu wysokich kosztow procedury nie sg atrakcyjne na skale
przemystowa.?®

Przetwarzanie wysokocisnieniowe (high pressure processing, HPP), znane rowniez jako
przetwarzanie pod wysokim ci$nieniem hydrostatycznym i ultrawysokim cisnieniem, to metoda
przetwarzania, w ktérej material poddawany jest dziataniu podwyzszonego cisnienia do 1000
MPa (145 000 psi) przy uzyciu medium przenoszacego ci$nienie (np. woda lub inne ptyny).
Proces stuzy do dezaktywacji lub zabicia mikroorganizmow przy zachowaniu wiasciwosci
organoleptycznych takie jak $wiezo$¢, smak 1 kolor materialu roslinnego. Przetwarzanie
wysokoci$nieniowe jest odpowiednie dla surowcow wrazliwych na inne metody takie np.
wysoka temperatura lub substancje chemiczne. Proces ten moze by¢ réwniez wykorzystany do
dezaktywacji lub aktywacji enzyméw. Mechanizm dziatania wysokiego ci$nienia nie jest do
konca poznany. Uwaza sig, ze proces kompresji indukuje pgkanie blony komorkowej i przemiany
makroczgsteczkowe, m.in. denaturacj¢ biatka. Ograniczeniem tej metody jest fakt, ze subaeralnie
uszkodzone drobnoustroje moga si¢ zregenerowac¢ i namnazac, gdy znajda odpowiednie warunki
podczas poOzniejszego przetwarzania i przechowywania. Zjawisko to moze prowadzi¢ do
przeszacowania redukcji drobnoustrojow, a kontrola mikrobiologiczna przeprowadzona

bezposrednio do dekontaminacji ci$nieniowej moze by¢ nieadekwatna. Przetwarzanie
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ciSnieniowe mozne by¢ wykorzystywane do produktéw stalych 1 cieczy, jak rowniez do
produktéw pakowanych. Ci$nienie dziata natychmiast i jednolicie w catym produkcie, co jest
zaletg tej metody. Aby zoptymalizowac proces i1 zindywidualizowa¢ go do rodzaju produktu
1 patogenu odpowiednio dobiera si¢ pozostale parametry procesu takie jak temperatura i czas (np.
temperatura otoczenia, chtodzenia lub zamrazania i czas ekspozycji od milisekund do ponad 20
minut).?’

Efektywno$¢ przetwarzania wysoko ci$nieniowego zostata oceniona przez Neetoo i wsp.®®
Celem ich pracy bylo zbadanie przezywalnosci i wzrostu bakterii Salmonella spp. i E. coli
O157:H7 w szczypiorku podczas zastosowania wysokiego ci$nienia hydrostatycznego do
dekontaminacji. Przetwarzanie wysokoci$nieniowe zaszczepionego bakteriami szczypiorku
w warunkach suchych, na krétko zanurzonych w wodzie lub zanurzonych w wodzie na 30 min
przy ci$nieniu 250-500 MPa przez 2 min w 20°C zmniejszyto populacj¢ Salmonella spp. oraz
E. coli 0 0,6 do >5 log CFU/g, w zalezno$ci od poziomu ci$nienia i stanu wilgotnosci probki. Im
mniej wody bylo w surowcu i im wyzsza temperatura, tym cis$nienie byto bardziej efektywne.
Ogolnie po obrdobece cisnieniowej w 400-450 MPa (zanurzone w wodzie) lub 450-500 MPa
(zwilzone) przez czas retencji 2 min w 20-40°C, dzikie i oporne na antybiotyki zmutowane
szczepy Salmonella spp. i E. coli O157:H7 inokulowane na szczypiorku byty niewykrywalne
natychmiast po dekontaminacji jak i podczas 15-dniowego przechowywania
w temperaturze 4°C.

Promieniowanie ultrafioletowe (UV) uzywane jest od dawna w przemysle spozywczym.
Sterylizacja promieniowaniem UV pozwala szybko i skutecznie zneutralizowaé
mikroorganizmy. Promieniowanie UV to promieniowanie elektromagnetyczne niewidzialne dla
cztowieka. W zaleznos$ci od skutkow dziatania promieni UV na organizmy zywe wyrdznia si¢
promieniowanie UV-A o dtugosci fali od 315 do 380 nm, UV-B o dtugosci fali od 280 do 315
nm i UV-C o dhugosci fali od 100 do 280 nm.®® W sterylizacji wykorzystuje si¢ gtownie
promienie UV-C, ktore bezposrednio uszkadzajg strukturg kwasow nukleinowych organizmoéw
zywych, w tym bakterii 1 wirusow, cho¢ nie wykazujg wybidrczej aktywnosci biobojcze;.
Sterylizacja jest skuteczna, jezeli promieniowanie UV-C dociera do jak najwigkszej czegsci
odkazanego materiatu. Kozak-Kalita i wsp.%” zbadali czystosci mikrobiologiczng wybranych
gatunkéw zi6t poddanych dziataniu promieniowania UV-C. Probki ziot o wadze 1 g
rozprowadzono cienkg warstwg w pojemniku, a nastepnie poddano dzialaniu promieniowania
UV-C przez 60, 120 i 180 s. Badanie wykazato zwigkszenie czystosci mikrobiologicznej
badanych zi6t w stosunku do proby kontrolnej o 37% dla tymianku pospolitego, 73% dla czystka
lekarskiego i o 30% dla pokrzywy zwyczajnej. Dogu-Baykut i Gunes® wykorzystali

promieniowanie UV-C do dekontaminacji tymianku pospolitego (Thymus vulgaris L.). Probki
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0 wadze 10 g umieszczono w szklanej rurce w warunkach fluidyzacyjnych i poddawano
sterylizacji przez 16, 32, 64 1 128 min. Wyniki tego badania wykazaly, ze promieniowanie UV-
C moze zmniejszy¢ obcigzenie mikrobiologiczne tymianku bez istotnego wptywu na parametry
fizyczne, chemiczne i sensoryczne.

Promieniowanie mikrofalowe nalezy do powszechnych metod przetwarzania zywnosci.
Mikrofale to promieniowanie elektromagnetyczne o dlugosci fali klasyfikowanej pomiedzy
falami podczerwonymi a falami ultrakrotkimi. Dziatanie mikrofalami powoduje wytworzenie
wyzszej temperatury wewnatrz produktu w porownaniu do tej na jego powierzchni. Dodatkowa
cechg jest zjawisko elektroosmozy, ktére w podgrzewanych cieczach wywotuje ruch wody ku
powierzchni, co sprzyja jej odparowywaniu.®® Mikrofale skutecznie usuwaja skazenie
mikrobiologiczne. Przeprowadzono poréwnanie efektywnosci usuwania zanieczyszczenia
mikrobiologicznego promieniowaniem gamma i promieniowaniem mikrofalowym oraz wptywu

dekontaminacji na jako$¢ pieprzu czarnego.®®

Sproszkowany czarny pieprz zostat
napromieniowany ré6znymi zalecanymi dawkami promieniowania gamma (5,0 i 10,0 kGy) oraz
mikrofalami przez rézne okresy czasu (20, 40 1 75 s) w celu poprawy jego jako$ci higieniczne;.
Zastosowane dawki promieniowania gamma byty wystarczajace do zmniejszenia liczby bakterii
tworzacych zarodniki oraz zahamowania namnazania si¢ grzybow i bakterii E. coli, ktore
zanieczyszczaly proszek z czarnego pieprzu. Dekontaminacja promieniami mikrofalowymi
przez 40 s 1 75 s miala takg sama skuteczno$¢, podczas gdy odkazanie prowadzone jedynie przez
20 s bylo mniej skuteczne. Usuwanie skazenia mikrobiologicznego z pieprzu czarnego za
pomocg promieni mikrofalowych nie powoduje duzej utraty waloréw smakowych w pordwnaniu
z zalecanymi dawkami promieniowania gamma. W innym badaniu, Chua i wsp.”® oceniali
aktywno$¢ przeciwutleniajaca oraz zawartos¢ substancji lotnych 1 fitosteroli w wysuszonym
strobilanthes trobilanthes (Strobilanthes crispus), ktére wykorzystywane jest do produkcji
herbaty w Azji Poludniowo-Wschodniej. Surowiec zostat poddany obrdbce suszenia metodami
konwencjonalnymi i prézniowego suszenia mikrofalowego. Oceniano zawarto$¢ [-sitosteroli
(fitosterole) i kwasu a-linolenowy (kwasy ttuszczowe), ktorych zawarto$¢ byla najwyzsza
w zielu Strobilanthes crispus. Najwicksza zawartos¢ fenoli uzyskano podczas suszenia
konwencjonalnego w temperaturze 60°C, ale najwigksza aktywnos$¢ antyoksydacyjng uzyskano
podczas suszenia konwencjonalnego w 40°C i mikrofalowego suszenia prozniowego (vacuum
microwave drying, VMD) przy 9 W/g. Natomiast najwyzszg calkowitg zawarto$¢ substancji
lotnych i fitosteroli uzyskano podczas suszenia konwencjonalnego w temperaturze 50°C i VMD
przy 9 W/g. Badanie to wykazalo, Ze zarowno suszenie konwencjonalne jak i mikrofalowe byty

skuteczne w wytwarzaniu wysoce bioaktywnego surowca Strobilanthes crispus.
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Plazma jest jedng z nietermicznych technologii, ktora zdobywa w ostatnim czasie duze
zainteresowanie. Plazma jest czg$ciowo lub catkowicie zjonizowanym gazem i jest uwazana za
czwarty stan skupienia. Proces dekontaminacji plazma moze by¢ prowadzony w wysokiej lub
niskiej temperaturze. Do wytworzenia zimnej plazmy atmosferycznej mozna uzy¢ kilku r6znych
gazdw, takich jak hel, argon, azot, helioks 1 powietrze. Istnieje wiele metod wytwarzania zimnej
plazma atmosferycznej, jednak kazda z nich jest unikalna i moze by¢ stosowana w réznych
obszarach biomedycznych.” W jednym z badan, woda aktywowana plazma (plasma activated
water, PAW) wytworzona za pomocg strumienia plazmy powietrznej pod ci$nieniem
atmosferycznym zostala wykorzystana do inaktywacji bakterii E. coli zaszczepionej na
powierzchni ziaren soi. Proces dekontaminacji trwajacy 25 minut pozwolit na zmniejszenie
E. coli (z 6,8 do 3,6 logl0 CFU/g), a jego dzialanie przeciwbakteryjne utrzymywato si¢ przez
kolejne 44 godziny. Dodatkowo proces dekontaminacji plazma doprowadzit do powstania

znacznej ilosci azotyndw i azotandw, ktére spowodowaty gwattowny spadek wartosci pH.*’

3.2. Ozon — budowa czasteczKi i wlasciwosci chemiczne

Ozon - tritlen lub tréjtlen (Os) jest alotropowa, tréjatomowa odmiana tlenu.’l®

Powstaje w wyniku reakcji fotochemicznych w stratosferze, w warunkach wytadowan
wysokiego napigcia tukow elektrycznych, w smogu fotochemicznym i1 obecno$ci $wiatla
ultrafioletowego (UV).® Z chemicznego punktu widzenia proces tworzenia ozonu wyglada
nastepujaco:

302+ UV — 203

Ozon jest gazem silnie reaktywnym o wlasciwosciach utleniajacych.®® Cecha ta jest wynika
ze specyficznej budowy jego czasteczki. W powloce walencyjnej kazdego z atomow znajdujg si¢
dwa niesparowane elektrony, z ktorych kazdy zajmuje jeden orbital 2p. Oznacza to, ze podczas
jego tworzenia tacza si¢ trzy atomy tlenu, z centralnym tlenem przegrupowanym w plaszczyznie
sp? od 2s i dwoch 2p orbitali atomowego pasma walencyjnego.® Dzicki temu przegrupowaniu
trzy nowe sp2 orbitale hybrydowe tworza trojkat z jadrem tlenu w $rodku. Trzy atomy tlenu
W czasteczce ozonu s3 utozone pod katem rozwartym, ktory wynosi w przyblizeniu 116° 49',

natomiast dtugo$¢ wiazania szacowana jest na 1,278 A (Rysunek 7).%

<,
O 1.278 A

"O 116.8 O"

Rysunek 7. Budowa czasteczkowa ozonu.
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Masa czasteczkowa ozonu to 48 u. Temperatura topnienia wynosi -194 + 0.5°C, wrzenia -
111.9°C, a parowania -180°C. Ci$nienie krytyczne tego gazu to 54/6 atm. Gesto$é to 2,14 kg/m?,
potencjat utleniania to -2,07 V. Rozpuszczalno$¢ w wodzie w temperaturze 0 °C to 0,640 U1,
natomiast w wodzie o temperaturze 60 °C to 0,000 1/1.8%%7 Ponizej (Rysunek 8) przedstawiono

proces powstawania ozonu przy udziale promieniowania UV.

hv
20

0, A< 242.5 nm
0+0, 0,

0, hv 0+0,+E

ner
A <308 nm 2 &Y

0,+0 20,

Rysunek 8. Reakcja powstawania ozonu przy udziale promieniowania UV.

Ozon wytwarzany z mieszaniny powietrza charakteryzuje si¢ zabarwieniem niebieskim, jesli
jednak powstaje z tlenu o wysokiej czystosci przybiera przezroczysta postac. Przy temperaturze
- 112 ° C ozon skrapla si¢ do ciemnoniebieskiej cieczy. W poréwnaniu do powietrza ozon jest
nieco gestszy tj.: 2,14 g/l, gdzie gestos¢ powietrza wynosi: 1,28 g/l dla temperatury 0°C
i ci$nienie atmosferycznego na poziomie 1013,25 hPa. W porownaniu z tlenem oraz chlorem
ozon ma wysoki potencjat utleniajacy, wynoszacy 2,07 V, gdzie dla tlenu potencjal ten wynosi
1,23 V, achloru 1,36 V.%

Mechanizm rozpadu czasteczki ozonu w wodzie przyjmuje, ze rozdziela si¢ ona na rodniki
hydroksylowe, jony tlenu 1 wodorotlenki, a przy pH powyzej 7,5 nastepuje wzmozony proces
tworzenie si¢ rodnikow hydroksylowych. Wolne rodniki hydroksylowe maja wyzszy potencjat
utleniajacy, wynoszacy 2,80 V niz sam ozon. W temperaturze pokojowej ozon jest gazem wysoce
niestabilnym. Eatwo ulega degradacji.®® Ale mimo to ma dluzszy okres poltrwania w stanie
gazowym niz w roztworze wodnym. Czysto$¢ wody takze ma wptyw na stabilno$¢ chemiczng
czasteczki ozonu. Mniejsza zawarto$¢ obecnych w niej soli, jak réwniez resztkowych zwigzkow
organicznych, tym obserwowana jest dluzszy czas pottrwania czasteczki Takze temperatura
wody przyspiesza ten proces.®

Poniewaz ozon wykazuje tendencje do samoistnego rozpadu czasteczki, nie moze by¢
przechowywany w formie gazowej,?® a w warunkach laboratoryjnych, musi byé wytworzony in

situ.
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Ozon moze by¢ generowany za pomocg trzech technik. Sg to: wyladowania koronowe,
promieniowanie UV oraz elektroliza. Wytadowanie koronowe lub technika plazmowa nasladuje
zjawisko elektrycznych wyladowan, naturalnie wystepujacych w atmosferze (uderzenie
pioruna). Elementem odpowiedzialnym za produkcj¢ ozonu sa tutaj elektrody wyladowan
koronowych, ktore sg zasilane bardzo wysokim napieciem (od 3 — 10 kV). Ozon generowany jest
bezposrednio z tlenu zawartego w powietrzu, ktore przechodzac pomigedzy dwoma blisko
rozmieszczonymi elektrodami (z ktérych jedna jest pokryta materiatem dielektrycznym)
rozszczepia czasteczki tlenu na dwa pojedyncze atomy tlenu. Te, z kolei, znajdujac si¢ w bardzo
niestabilnej chemicznie formie natychmiast facza si¢ z innymi czgsteczkami tlenu, formujac
trojatomowg czasteczke ozonu.

Promieniowanie ultrafioletowe (UV), sztucznie wytwarzane przez odpowiednie lampy UV
takze moze generowal ozon, przy zatozeniu, ze dlugos$¢ fali §wiatta wynosi 254 nm. Ta
specyficzna fala uderza w czasteczki tlenu zrywajac ich wigzania i uwalniajac poszczeg6lne
atomy. Kolejny etap procesu formutowania ozonu jest identyczny jak w przypadku techniki
wykorzystujacej wytadowania koronowe.

Elektroliza za$ jest pierwsza z zastosowanych w warunkach laboratoryjnych technik
generowania 0zonu.’? Polega ona na rozktadzie jej na jony (dysocjacji) pod wptywem napiecia
wynoszacego minimum 1,229 V. W celu wytworzenia ozonu elektrolizie moze zosta¢ poddany
takze kwas siarkowy o stezeniu 68%.

Chociaz elektroliza wody jest skutecznym sposobem produkcji ozonu to efektywnos¢
samego procesu jest niska. Metoda wytadowan koronowych jest bardziej wydajna ekonomicznie,
a takze elementy wytwarzajace ozon sg bardziej trwale. Gazem zasilajacym moze by¢ powietrze
atmosferyczne lub czysty tlen. Wyzsze stezenia ozonu mozna osiggnac¢, gdy uzyty zostanie
czysty tlen.'® Proces produkcji ozonu przy wykorzystaniu generatora ilustruje Rysunek 9.

Ciepto

]

| elektroda (wysokie napiecie)

W/////////////////M powierzchnia dielektryczna

0, (0 } szczelinawytadowcza

| l I—' elektroda (niskie napiecie)

Ciepto

Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie produkcji ozonu przy pomocy generatora.®
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Sztucznie wytwarzany ozon jest tak samo skuteczny jak wystepujacy naturalnie pod

warunkiem, ze jego stezenie jest doktadnie kontrolowane.

3.2.1. Historia stosowania ozonu oraz regulacji prawnych z tym zwigzanych na $wiecie

Historia odkrycia ozonu si¢ga roku 1839, gdzie podczas eksperymentow laboratoryjnych,

2 podczas poddawania wody procesowi elektrolizy

prowadzonych przez Schonbeina,
zaobserwowano wytworzenie si¢ nieznanego dotad zapachu. Ow ,,cuchnacy gaz” jak zostala
nazwana ta nowa substancja lotna stala si¢ przedmiotem zainteresowania tego i wielu innych
naukowcoOw w pozniejszym czasie. Opierajac si¢ jednak na pierwszej, zaobserwowanej przez
Christiana Schonbeina chemicznej witasciwosci nowo odkrytej substancji, uwalniajacy sie
z wody gaz zyskal swoja nazweg. Oznaczono go slowem ,,0zeinem” od greckiego stowa
,,zapach”.’>73

W latach 1880-1882 francuscy uczeni P. Hautefille i J. Chappuis prowadzili badania ozonu
uwienczone jego skropleniem i opisaniem tego procesu.’* Otrzymali oni rowniez ozon w postaci
niebieskiego gazu,” a takze cieczy zmieszanej z dwutlenkiem wegla.”® Publikacja Ch. J.
Kenwortha ,,0zone”, poruszajaca kwesti¢ zastosowania tej odmiany tlenu w leczeniu ludzi
ukazala si¢c w Stanach Zjednoczonych w 1885 roku,’” a rok pdzniej w Niemczech potencjat
chemiczny ozonu uznano za skuteczny $rodek dezynfekcji wody.®

W roku 1887 Karol Olszewski opisal skroplenie ozonu za pomoca schtodzenia cieklym
tlenem pod ci$nieniem atmosferycznym (bp -183°C) i oszacowal jego temperatur¢ wrzenia na
—106 °C.” Wyniki pierwszych badan naukowych nad skutecznoscig przeciwbakteryjng ozonu,
potwierdzajace skuteczno$¢ dezynfekcyjng tego gazu, ukazaly si¢ w Niemczech w 1891 roku.
W 1893 roku w Holandii po raz pierwszy uzyto ozonu jako jedynej metody uzdatniania wody
pitnej. Po uplywie dwoch lat szwajcarski fizyk 1 chemik Jacques-Louis Soret opracowat
czasteczkowa formute oraz ustalit wzér chemiczny dla ozonu Oz.”® W 1896 roku Nikola Tesla,
Serb mieszkajacy w Stanach Zjednoczonych, stworzyt i opatentowal pierwszy przemystowy
generator ozonu, a cztery lata pdzniej rozpoczeto dziatalno$¢ przedsiebiorstwo ,, Tesla Ozon
Co.”, ktore sprzedawato generatory ozonu dla przemystu oraz ozonowane produkty do uzytku
medycznego, takie jak oczyszczona oliwa.®® W 1906 roku we Francji uruchomiono pierwsza na
$wiecie instalacje oczyszczania wody miejskiej ozonem.’

W 1909 roku w Niemczech rozpoczgto stosowanie ozonu w przemysle spozywczym do
konserwacji migsa, jednak po juz po pigciu latach nastgpit spadek zainteresowania ozonem
stosowanym w procesie dezynfekcyjnym na rzecz nowych §rodkdw i poczg¢to zastgpowaé ozon
chlorem.”® W drugim roku I wojny $wiatowej Amerykanie zapoczatkowali uzywanie ozonu

w leczeniu trudno gojacych sie ran,® niebawem w Brazylii ukazaty sie pierwsze publikacje
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naukowe dotyczace zastosowania ozonu w leczeniu zakazen kosci.®2 Proby skrystalizowania
ozonu podejmowal juz Karol Olszewski, ale udato si¢ to dopiero w roku 1922 niemieckim
naukowcom E. H. Riesenfeldowi i G. M. Schwabowi w wyniku bardzo powolnego schtadzania
w ciekltym wodorze (—253 °C), okre$lono takze nowa temperature topnienia ozonu na —251 °C.%

W roku 1935 we Francji zaczeto stosowac ozon w leczeniu chordb zatok poprzez proces
insuflacji ropnych przetok tym gazem,®* a kilka miesiecy pdzniej w tym samym kraju zostat on
uzyty w przemysle spozywczym do obrobki skorupiakéw.’”® Wkrétce (rok 1939) rowniez
w Stanach Zjednoczonych poczeto na szerszg skalg uzywa¢ ozonu podczas przechowywania
owocow 1 warzyw jako skutecznego srodka przeciwko rozwojowi drozdzy i plesni. Trzy lata
p6zniej takze w Ameryce znalazt on zastosowanie w przechowalnictwie seréw i jaj.’® W 1954
roku nastapito ustalenie wlasciwej temperatury topnienia ozonu przez amerykanskich badaczy
Callaway’a Browna, Abrahama W. Bergera i Charlesa K. Hersha — zostata ona oparta na wartosci
-193 °C.B

Zastosowanie ozonu do utleniania zelaza i manganu wodzie pitnej mialo miejsce
w Niemczech w 1957 roku. W roku 1964 we Francji zbudowano pierwsza instalacje
przemystowa przeznaczong do usuwania czastek statych pozostajacych po procesie ozonowania
z oczyszczonych elementéw. W 1965 roku w Irlandii oraz w Wielkiej Brytanii zastosowano ozon
w procesie kontroli koloru wod powierzchniowych, natomiast w nastepnym roku w Szwajcarii
uzyto ozonu jako $rodka utleniajacego mikrozanieczyszczenia chemiczne, takie jak zwigzki
fenolowe i pestycydy. W 1970 roku we Francji wykorzystano po raz pierwszy ozon do
zwalczania glonéw.”® Na poczatku lat 70. minionego stulecia w Niemczech ukonstytuowato sig
»Medyczne Stowarzyszenie Terapii Ozonem”, niebawem takze (1972 rok) w Stanach
Zjednoczonych powotano stowarzyszenie pod nazwg ,,International Ozone Association” — I0A,;
zatozyl je Georg Freibott jako nastgpce nastgpca zawigzanego w 1913 roku ,,Zwigzku Terapii
Tlenowej”.”” W 1979 roku w Szwajcarii zastosowano ozon w leczeniu skutkow niewydolnosci
krazenia zylnego, miazdzycy zarostowej tetnic, mikroangiopatii i polineuropatii cukrzycowe;.®
W tym samym czasie w Niemczech E. Fischer wydal w Verlag fiir Medizin pierwszy
nowoczesny profesjonalnego podrecznik ozonoterapii klinicznej — ,,Das Medizinische Ozon”
autorstwa H. H. Wolffa.8¢

Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA) przyznata w 1982 roku status GRAS
(Generally Recognized as Safe - og6lnie uznawany za bezpieczny) dla sprzedazy butelkowanej
wody oczyszczanej ozonem, rok pédzniej za§ w Waszyngtonie odbyl si¢ Pierwszy
Miedzynarodowy Kongres Medyczny zastosowania ozonu w leczeniu.’® Pierwsze zastosowanie
ozonu w terapii medycznej, w szczegolnosci leczeniu oparzen, miato miejsce w Polsce w roku

1986.87 Z kolei w 1987 roku w Los Angeles otwarto najwicksza na $wiecie instalacje
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oczyszczajacag wode przy pomocy ozonu dajacg mozliwos¢ dezynfekcji miliona galonow
dziennie. W 1995 roku nastapito odnowienie zgody wydanej przez FDA oraz statusu GRAS na
dezynfekcje ozonem wody butelkowanej.”® W tym samym roku w Polsce Zygmunt Antoszewski
przeprowadzit pierwsze na §wiecie eksperymentalne podanie ozonu do bocznej komory médzgu
u noworodka z powiklaniem zakaznym po wszczepieniu zastawki Pudenza.®® W 1997 roku
niezalezny zespot amerykanskich ekspertow powotany przez Electric Power Research Institute
(EPRI), uznat procedur¢ ozonowania jako bezpieczng metode oczyszczania (GRAS) do
bezposredniego kontaktu z zywnoscia, jednak juz dwa lata potem w Stanach Zjednoczonych po
raz pierwszy zakwestionowano uzywanie ozonu w przetworstwie spozywczym. Departament
Rolnictwa Stanow Zjednoczonych (USDA) odrzucil mozliwo$¢ ozonowania migsa, powotujac
si¢ na deklaracic GRAS z 1982 r., ktora zaktadata koniecznos¢ kazdorazowej weryfikacji
protokotu dotyczacego ozonowania zywnos$ci w celu innym niz dezynfekcja wody butelkowane;.
W tej sytuacji EPRI ztozyt wniosek skierowany do Agencji Zywnosci i Lekow o zezwolenie na
uzywanie ozonu w bezposrednim kontakcie z kazdym rodzajem zywnosci (nie tylko wody).
Agencja ta ostatecznie w roku 2001 zatwierdzita ozon jako bezposéredni dodatek do zywnosci.’®

Pierwsze publikacje obiecujacych wynikow badan nad zastosowaniem mieszaniny
ozonowo-tlenowej w insulfacji giebokich ran pooperacyjnych ogloszono we Francji w 2000
roku.8% W 2003 roku w pi$miennictwie polskim pojawily sie pierwsze doniesienia na temat
srodoperacyjnego uzycia ozonoterapii w profilaktyce zakazen w ortopedii.’® Rok pozniej
w Stanach Zjednoczonych wydano kolejne rozporzadzenia dotyczace zastosowania ozonu

w celach dezynfekcyjnych przydatnych w procesie obrébki zywnosci zatwierdzone przez FDA.®

3.2.2. Bezpieczenstwo i zagrozenia dla ludzkiego organizmu zwigzane z ekspozycja na ozon

Ozon jest gazem toksycznym. Szkodliwo$¢ ekspozycyjna dla organizmow zywych jest §cisle
uzalezniona od stezenia oraz czasu narazenia.!®! Prég wykrywalnosci zapachowej ozonu dla
cztowieka ksztattuje si¢ na poziomie 0,01-0,04 ppm. Maksymalny, bezpieczny limit ekspozycji
na osobe to 0,1ppm przez 8 godzin.!% Przy krotkotrwatej ekspozycji (maksymalna $rednia
o$miogodzinna dobowa dawka)szacowanej na poziomie 0,1-1,0 ppm, objawy ze strony
ludzkiego organizmu obejmuja bole glowy, podraznienie drég oddechowych - w tym suchos¢
w gardle, krwawienia z nosa, podraznienie oczu.!% Przy wyzszych poziomach narazenia tj.:
powyzej 1 do 100 ppm objawy stajg bardziej powazne i nalezg do nich: podraznienie ptuc, silne
zmgczenie, bol w klatce piersiowej, zaburzenia oddychania, zmniejszenie zuzycia tlenu, suchy
kaszel, $piaczka 1 w koncu $mier¢. Im mniejszy jest organizm, na ktory oddziatuje ozon tym

kroétszy jest potrzebny czas ekspozycji, ktory wywota objawy zatrucia. Np. dla matych zwierzat
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wystarczy dwugodzinne narazenie dawka 15-20 ppm aby je usmierci¢, natomiast zwigkszenie

dawki powyzej 1700 ppm skroci czas nadejécia $mierci do zaledwie kilku minut.'%

Przytaczajac opublikowane badania,'01%

mozna przyjaé, ze rozklad ozonu zachodzi
w trzech etapach:

1. inicjacja

2. promocja

3. hamowanie.

Podczas etapu inicjacji generowane sg wolne rodniki, takie jak anionorodnik ponadtlenkowy
I rodnik wodoronadtlenkowy, co w konsekwencji prowadzi do powstania wysoce reaktywnego
rodnika hydroksylowego. Te wiasnie rodniki sg jednym z czynnikdw przyczyniajacych sie do
rozktadu ozonu.

Etap promocji obejmuje regeneracj¢ wodoronadtlenku i rodnikow ponadtlenkowych
poprzez reakcje z udzialem promotorow, ktorych funkcje petnig: kwas mréwkowy, kwas
glioksalowy, pierwszorzedowe alkohole i grupy arylowe. Natomiast na etapie hamowania
nastepuje zajecie rodnikéw hydroksylowych poprzez jony, takie jak wodoroweglany, weglany,
trzeciorzgdowe alkohole i grupy alkilowe, bez regeneracji jonu rodnika ponadtlenkowego.

Rozpad czasteczki ozonu przedstawiono ponizej.
Os+hv— 02+0.

Jony wodoroweglanowe sa zwykle obecne w komorkach drobnoustrojow. Moga petni¢ one

funkcje antyoksydacyjne, chronigc w ten sposob komorke gospodarza przed zniszczeniem. 1%’

3.2.3. Przeciwdrobnoustrojowe dzialanie ozonu

Ozon posiada szerokie spektrum dziatania antydrobnoustrojowego.l%®1%6198 \Wysoka
reaktywno$¢ ozonu to zastuga utleniajacych witasciwosci wolnych rodnikow, ktére powstaja
w procesie rozpadu jego czasteczki.'%® Dezynfekujace dziatanie ozonu jest procesem ztozonym
1 jest zwigzane z jego utleniajacg aktywnosciag wobec rdéznych skladnikow komorkowych,
stanowigcych elementy skladowe $ciany i1 btony komoérkowej komorki bakteryjnej jak np.:
sktadniki z grupy lipidow czy biatek.1% Takze inne elementy, bedace sktadnikami niezbednymi
W procesie zycia 1 namnazania komorki jak kluczowe enzymy czy kwasy nukleinowe podlegaja
niszczacemu dziataniu ozonu.° Tlen singletowy czyli jedna z form tlenu, ktéry charakteryzuje
brakiem niesparowanych elektronéw, za to wyzsza energia atomowa,''! bedacy konsekwencja
rozpadu czasteczki ozonu wchodzi w reakcje z wigzaniami wodorowymi miedzy

komplementarnymi zasadami utrzymujacymi strukture helisy DNA lub RNA (tRNA).!'? Takze
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polipeptydowe tancuchy bialek, tworzacych kod genetyczny komorki ulegaja uszkodzeniu na

skutek dziatania ozonu.!®

Powotlujac si¢ na wyniki kolejnych badan!!#11>116

przytoczono dwa gtowne kierunki
thumaczace niszczacy mechanizm dzialania ozonu, w oddzialywaniu na biologiczne struktury
zywej komorki:
(1) ozon utlenia grupy sulfhydrylowe i aminokwasy, enzymy, peptydy i biatka do mniejszych
peptydow;

(2) ozon utlenia wielonienasycone kwasy tluszczowe do nadtlenkow kwasow.

W wyniku nastepstwa tego procesu komoérka bakteryjna jest dezaktywowana i obumiera.
Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie ozonu sprawdzano na r6znych rodzajach mikroorganizmoéw,
w tym bakteriach Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, jak réwniez ich zarodnikach i komorkach
przetrwalnikowych 117118

Dla zbadania skuteczno$ci oczyszczajacego dziatania ozonu wobec mikroorganizmow
zwigzanych z przetwarzaniem i przechowywaniem zywnos$ci wybrano szczepy reprezentujace
zarowno grupe Gram-dodatnia jak 1 Gram-ujemng. Byly to nastgpujace rodzaje
mikroorganizmow: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
i Enterococcus faecalis, natomiast grupe bakterii Gram-ujemne reprezentowali: Pseudomonas
aeruginosa i Yersinia enterocolitica, grzyby plesniowe i drozdzopodobne takie jak: Candida
albicans oraz pateczki Zygosaccharomyces i zarodniki Aspergillus niger.t'8
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Z kolei, dwa niezalezne badania wykonane przez Foegedinga w 1985 roku,™™ a nastgpnie

przez Khadre’a w roku 2001,

polegajace na uzyciu ozonu wobec form przetrwalnikowych
bakterii rodzaju Bacillus sugeruja, ze gaz ten unieczynnia spory bakteryjne poprzez degradacje
sktadnikéw zewngtrznej warstwy otoczki cysty (sktadniki te stanowia okoto 50% objetosci
cysty), odstaniajac w ten sposob kore i rdzen komorki przetrwalnikowe.

Badacze Young i Setlow w 2004 roku wykazali natomiast, Zze ozon nie niszczy komorek
przetrwalnikowych bakterii poprzez uszkadzanie kwasow nukleinowych w jadrze komorkowym,
ale uposledza jej zdolnosci do przeksztatcenia sic w biologicznie aktywny organizm.!%

Jednoznacznie ustalono natomiast, ze zardbwno ozon o molekularnej strukturze jak i wolne
rodniki powstajagce w wyniku jego rozpadu odgrywajg te samg role mechanizmie inaktywacji
komorki mikroorganizmu, chociaz nie uzgodniono, ktéra z form jest skuteczniejsza. Niektorzy
badacze sugerowali takze, ze bezposrednia reakcja z czasteczkami ozonu jest dominujacym
mechanizmem niszczacym strukture komoérkowa drobnoustroju,21:122.123
Dane literaturowe wskazuja, ze za inaktywacje komorki bakteryjnej odpowiedzialne sa

posrednie reakcje z wolnymi rodnikami tlenowymi, powstatymi w wyniku rozpadu czasteczki
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0zonu.'?* Sposéb oddzialywania ozonu na komoérke bakteryjna, poprzez niszczenie jej $ciany
komorkowej jest szybsza i skuteczniejsza metoda od wielu innych, w ktorych takze uzywa sie
substancji o charakterze dezynfekcyjnym (najczesciej opartym o konieczno$¢ wniknigcia §rodka
do wnetrza komorki).1t

Scott i Lesher, w swoim badaniu stwierdzili, Zze ozon poprzez dziatanie niszczace strukture
ostonowa komorki powoduje wyciek zawarto$ci na zewnatrz, w nastepstwie czego komorka
ulega lizie.1*2

Z kolei inni badacze, pod kierownictwem Fincha,'?%? takze skupiajacy si¢ na
dezynfekujacym dziataniu ozonu ustalili, ze komorki bakterii E. coli wymagaty 0,06 mg/1 ozonu,
aby ulec catkowitej inaktywacji.

Podsumowujac powyzej przytoczone badania wigkszos¢ drobnoustrojow wykazuje wysoka
wrazliwo$é na dezynfekujace dzialanie ozonu, 101112121125

Naukowcy Stewart i Raquepas juz w 19952 roku opracowali metode analizy skutecznosci
srodkéw dezynfekujacych wobec mikroorganizmow tworzacych biofilm, oparta o teorie
szybkosci dyfuzji. Badacze mierzyli szybko$¢ penetracji $rodka dezynfekujacego do biofilmu
bakteryjnego, a nastgpnie obserwowali, jak postepuja zmiany w strukturze i zachowaniu
mikroorganizmu. Z powyzszego badania wyciagni¢to wniosek, ze silny srodek utleniajacy, taki
jak ozon lub chlor szybko i z latwoscig przenikaja do wnetrza komorki, poniewaz niszczy
kluczowe sktadniki struktury biofilmu. Jednak czas penetracji biofilmu byt znacznie dtuzszy niz
oczekiwano na podstawie teorii dyfuzji. Sformutowano zatem kolejny wniosek, ktory mowil, ze
tworzony przez mikroorganizmy biofilm jest dobrym i skutecznym sposobem obrony przed
dziataniem chemicznych srodkow dezynfekujacych.

W innych doniesieniach o naukowych eksperymentach oceniali efektywnos$¢ dezynfekcyjng
wobec biofilmu tworzonego przez bakterie gatunkow Pseudomonas fluorescens i Pseudomonas
aeroginosa.'?2’ Wyniki ich obserwacji wykazaly, ze ozon byl najskuteczniejszym $rodkiem
w niszczeniu biofilmu przytoczonych tu mikroorganizméw, poprzez degradacje
egzopolisacharydow z matryc biofilmu, uwalniajac w ten sposéb droge penetracji srodka
dezynfekujacego do wnetrza komorki.

Szerokie zastosowanie ozonu w rdéznych gateziach przemyshu, w tym takze obrobce

zywnosci przedstawia zamieszczony ponizej Rysunek 10.
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Rysunek 10. Zastosowanie ozonu w przemys$le, medycynie i przetworstwie zywnosci.
Opracowanie wlasne na podstawie literatury 10%°7114128.129,130

3.3. Ziola wybrane do procesu ozonowania — wystepowanie oraz wlasciwosci

biologiczne
3.3.1. Rumianek pospolity (Matricaria chamomilla L.)

Rumianek pospolity (Matricaria chamomilla) jest gatunkiem rosliny z rodziny astrowatych
(Asteraceae). Rosliny tego gatunku spotykane sa powszechnie w klimacie umiarkowanym, tj.
w Europie, Azji 1 Ameryce, a takze w potnocnej 1 poludniowej Afryce. Niektore gatunki sg
naturalizowane w Australii. Rumianek mozna znalezé na ziemiach bogatych w sktadniki
odzywcze. Wystepuje na fakach, nieuzytkach rolnych i poboczach drog; jest rowniez uprawiany
jako zioto.*%%" Rognie najlepiej w temperaturach od 7°C do 26°C i rocznych opadach od 400 do

1400 mm na sezon. Ro$lina ta moze wytrzymac¢ zimng pogode, ale wzrasta lepiej w pelnym
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stoncu 1 wymaga dhugich letnich dni 1 wysokich temperatur dla optymalnego zbioru olejkow
eterycznych.%

Rumianek jest ziolem jednorocznym. Posiada todyge o wysokosci do 60 cm, rozgatgziong
z lis¢mi pierzastymi, kwiaty zebrane w koszyczki oraz cienkie, wrzecionowate korzenie. Kwiaty
rumianku sg promieniscie symetryczne, szyputkowe, heterogamiczne, pojedyncze o $rednicy od
10 do 30 mm. Owocami rumianku sg zo6ttawobrazowe podtuzne nietupki o jajowatym ksztalcie,
nieco bocznie splaszczone z niepozornymi trzema-piecioma zeberkami. 9130

Glownym sktadnikiem rumianku, dzigki ktoremu roslina to zawdzigcza swoje wtasciwosci
jest olejek eteryczny, pochodne kumaryn, flawonoidy (np. 7-glikozyd apigeniny), kwasy
fenolowe (w tym izomery kwasu chlorogenowego) obecne w koszyczku rumianku. Z punktu
widzenia ziotolecznictwa najwigksze znaczenie ma olejek eteryczny, ktory stanowi 0,4-2,0%
kwiatow. Gltowne sktadniki olejku to terpenoidowe a-bisabolol i jego tlenki (<78%) oraz
produkty degradacji seskwiterpenoidowego laktonu — matrycyny, azuleny, w tym chamazulen
(1-15%). Olejek eteryczny rumianku zawiera roéwniez farnezen (12-28%), spatulenol
i spiroetery, w tym cis/trans-en-yn-dicykloetery (8-20%).%",131 132 Herbata przygotowana
z kwiatostanu rumianku zawiera zaledwie 10-15% olejku eterycznego zawartego w kwiatach.
W kwiatach rumianku, oprocz olejku, wartosciowy jest tez §luz stanowigcy ok. 10% glowki
kwiatu. Zawiera on aminokwasy, polisacharydy i kwasy ttuszczowe.'®! Sposéb uprawy ziela nie
ma istotnego wptywu na sktad i jakos¢ olejku eterycznego. Jednak jego sktad moze si¢ znacznie
rozni¢ w zaleznosci od regionu uprawy 1 sposobu przetwarzania surowca oraz pomie¢dzy

ro$linami rosngcymi dziko a hodowanymi w populacjach roslin uprawnych. 133134

Gompesilat

Rysynek 11. Rumianek pospolity (Matricaria chamomilla L.).1%
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Wiasciwosci lecznicze rumianku znane sg od stuleci. Pierwsza pisemna wzmianka
o rumianku pochodzi ze starozytnego Egiptu. ,,Papirus Ebersa” jest pierwszym zielnikiem
zawierajagcym opis zastosowania ponad 800 roslin do celow medycznych. Dokument ten
pochodzi z okoto 1500 r. p.n.e., cho¢ prawdopodobnie jest to reedycja znacznie starszych zrodet.
Starozytni Egipcjanie uzywali zmiazdzonych kwiatow rumianku do tagodzenia podraznienia
i stanéw zapalnych skéry oraz w celach kosmetycznych.'®  Obecnie ziele rumianku
wykorzystywane jest znacznie szerzej. Na pierwszy plan charakterystyki tego ziela wysuwaja sig
jego wihasciwosci przeciwzapalne 1 przeciwdrobnoustrojowe przeciwko niektérym bakteriom,
grzybom 1 wirusom, za co odpowiadajag kumaryna, flawonoidy, kwasy fenolowe i kwasy
thuszczowe. 1?13 Pomimo ze miejscowe zastosowanie rumianku w postaci phukanki w stanach
zapalnych btony $luzowej jamy ustnej budzi kontrowersje, wiele badan dokumentuje jego
dziatanie ochronne na blone Sluzowa i skuteczno$¢ w leczeniu lub zapobieganiu owrzodzeniu
jamy ustnej wywotanemu przez chemioterapie lub radioterapie.®,*¥ W randomizowanym
podwdjnie §lepym badaniu na grupie kobiet poddawanych radioterapii podczas leczenia raka
piersi wykazano, ze mikroczastki (Matricaria chamomilla) pokryte chitozanem nie wplywaja co
prawda na zmniejszenie stopnia popromiennego zapalenia skory, ale zmniejszaja toksyczno$¢
stopnia drugiego 1 powyzej, poprawiaja regeneracj¢ skory i zmniejszaja nasilone objawy

139

miejscowe.”™ W leczeniu kandydozy sromu i pochwy krem z wyciggiem z rumianku wykazat

porownywalng skuteczno$¢ z miejscowym preparatem klotrimazolu zachowujac jednoczesnie
bezpieczenstwo stosowania, gdyz pacjentki nie zglaszaty zadnych dziatan niepozadanych.'4°
W literaturze pojawia si¢ tez wiele doniesien na temat zastosowania rumianku w preparatach
doustnych i ich korzystnego wplywu na gospodarke cukrowa i lipidowa,*' stres
antyoksydacyjny,*? funkcje nerek w zespole policystycznych jajnikéw poprzez mechanizmy

antyoksydacyijne, obniZajace testosteron i antyapoptotyczne,*3

objawy emocjonalne zwigzane
z cyklami miesigczkowymi'** oraz wiele innych. Stad wiasciwe przygotowanie surowca do
dalszej obrébki ma ogromng warto$¢ w kontek$cie zapewnienia wysokiej jakoSci preparatow
leczniczych, uzyskiwania powtarzalnych wynikow w badaniach klinicznych, a takze
wzrastajacego zainteresowania stosowaniem produktéw pochodzenia naturalnego wsrod

pacjentow i specjalistow.

3.3.2. Koper wloski (Foeniculum vulgare L.)

Koper wiloski (Foeniculum vulgare) jest rosling dwuletnig lub byling wydajacg nasiona
dluzej niz dwa lata. Nalezy do rodziny selerowatych (Apiaceae). Pochodzi z Europy
Potudniowej, ale rozprzestrzenit si¢ w jako gatunek zawleczony w rdznych rejonach §wiata.

Dziko wystepuje glownie w strefie Srodziemnomorskiej, cho¢ tam tez najczeSciej jest
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uprawiany.*> W Polsce jest czesto uprawiany w ogrodach do celéw spozywczych, ale wystepuje
tez powszechnie w formie zdziczatej.!*® Koper od wiekéw wykorzystywany byt do celow
leczniczych i spozywczych. W medycynie ludowej ceniono go ze wzgledu na wiasciwosci
wykrztu$ne oraz poprawiajace prace przewodu pokarmowego. Do tej pory w wielu krajach Azji
Potudniowo -Wschodniej jest spozywany po positku (mukhwas) ze wzgledu na wiasciwos$ci
odswiezajace oddech i wspomagajace trawienie, a w Iranie stanowi uzupelniajace i alternatywne
leczenie nieswoistego zapalenia jelit.}4’

Koper wloski osigga ros$nie do wysokosci 2 m. Lodygi kopru sg rozgatezione, oble 1 pokryte
sinawym nalotem. Charakterystyczne liScie sg trzykrotnie pierzaste, widlasto rozgalezione.
Drobne zotte kwiaty majg pigciokrotng budowe i sg utozone w baldachy. Okres kwitnienia trwa
od lipca do wrze$nia. Owocem kopru jest brunatna lub zielona roztupnia osiagajaca dlugos¢ do
12 mm. Surowcem leczniczym sg owoce kopru wiloskiego (Fructus Foeniculi). Dojrzate
baldachy zbiera si¢ w cato$ci 1 suszy w temperaturze do 35°C, a nastgpnie wysuszone owoce

sortuje sie wedhug wielkosci. 4
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Rysunek 12. Koper wtoski (Foeniculum vulgare L.).**®

Odpowiednio wysuszone owoce kopru zawierajg 1-4% olejku koprowego, a takze
flawonoidy, pochodne kumaryny i sole mineralne. Olejek koprowy (Oleum Foeniculi) uzyskuje
si¢ na drodze destylacji, a jego sklad zalezy od odmiany ro$liny i warunkéw hodowli. Surowiec

lepszej jako$ci uzyskuje si¢ z roslin rosngcych na obszarach cieplych, ostonigtych od wiatru

37



i dobrze nastonecznionych.* Sktad jako$ciowy olejku pozyskany od rolin rosnacych w réznych
warunkach 1 zebranych w réznym czasie, moze si¢ réznié, jednak procentowa zawartos$¢
bioaktywnych sktadnikow dominujacych, takich jak anetol, estragol, a-terpineol i fenchon
pozostaja zblizone.!*® Olejek eteryczny z nasion kopru wloskiego ma silne wihasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i przeciwutleniajace. Oprocz tych zastosowan wykazano, ze olejek ten
wykazuje takze dzialanie m.in. przeciwzapalne, przeciwskurczowe, przeciwzakrzepowe. Moze
by¢ takze stosowany jako $rodek przeczyszczajacy, przeciwnowotworowy, przeciwbolowy,
przeciwcukrzycowy, trawienny, roztoczobdjczy, moczopedny, leczacy zaburzenia nerwowe
i 0 charakterze hepatoprotekcyjnym. Ponadto olejek eteryczny z kopru wtoskiego ma dziatanie
przeciwgrzybicze i dziatanie roztoczobodjcze. Zawarty w olejku z kopru wloskiego fenchon
(monoterpenoid) moze by¢ zastosowany w leczeniu gruzlicy. trans-Anetol to takze nalezy z kolei
do pochodnych fenylopropanoidow, ktory wykazuje istotne dziatanie biologiczne, w tym moze
peti¢ funkcje przeciwzapalna, neuroprotekcyjng, antynocyceptywna w organizmie oraz by¢
odpowiedzialnym za dzialanie przeciwdrgawkowe, przeciwamnezyjne i przeciwnowotwo-
rowe, 49

Zgodnie z monografia EMEA (European Medicines Agency) produkty lecznicze
wyprodukowane z nasion kopru wloskiego moga by¢ stosowane na podstawie ugruntowanego
zastosowania u dzieci powyzej 4 roku zycia i u dorostych.t*®

Wiasciwosci regulujace prace przewodu pokarmowego i ochronne w stosunku do sluzéwki
jelit wykorzystywane w medycynie ludowej znalazty potwierdzenie w badaniach naukowych.
Das i wsp.!*’ zbadali wptyw ekstraktu z nasion kopru wloskiego na funkcje bariery nabtonka
jelitowego oraz szlak przetwornika sygnatu i aktywatora transkrypcji (signal transducer and
activator of transcription, STAT), ktory jest aktywny w nieswoistym zapaleniu jelit. Model
eksperymentalny obejmowat zaréwno badania in vitro jak in vivo. W badaniu zaobserwowano
ochronny wplyw na przeznablonkowa opornos¢ elektryczna, wzrost mRNA zwigzanego
z potaczeniami Scistymi, zmniejszenie aktywnosci szlaku STAT oraz zmniejszenie wskaznikow
stanu zapalnego u myszy. Autorzy majg nadziej¢ na wykorzystanie potencjalnego leczniczego
efektu kopru we wspomagajacej terapii nieswoistego zapalenia jelit. Hamowanie aktywacji
ludzkich granulocytow obojetnochtonnych sugeruje potencjalne zastosowanie olejku koprowego
rowniez w innych chorobach przewleklych takich jak przewlekta obturacyjna choroba ptuc,
zespot ostrej niewydolnosci oddechowej lub huszczyca. !>

W badaniu eksperymentalnym prowadzonym przez Zakernezhad i wsp.*? ekstrakt z kopru
podawano w dawkach 50, 100 i 200 mg/kg na dzien. Najwiekszy spadek cholesterolu
catkowitego odnotowano u myszy w dawce 100 mg/kg/dzien, tréjglicerydéw w dawce 100 1 200

mg/kg/dzien, LDL w grupie leczonej dawka 100 mg/kg/dzien, a najwiekszy wzrost HDL
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odnotowano w grupie otrzymujacej 100 mg ekstraktu/kg/dzien. Nie stwierdzono wptywu na
stezenie leptyny w surowicy, ale ekspresja biatka receptora leptyny u wszystkich myszy zostata
podwyzszona — najbardziej w dawce 50 mg/kg/dzien. W innym badaniu przeprowadzonym przez

Hong i wsp.1®

zbadano wptyw terapii wziewnej u otylych szczurow. W olejku koprowym
stwierdzono, ze¢ najwickszg zawarto$¢ i intensywno$¢ zapachu wykazywal trans-anetol.
U zwierzat wdychajacych olejek stwierdzono spadek tluszczu catkowitego i wisceralnego,
podwyzszony poziom cholesterolu i trojglicerydéw oraz obnizony poziom insuliny, jak réwniez
obnizenie ci$nienia krwi 1 t¢tna.

Synergistyczne oddziatywanie wykazano pomigdzy amoksycyling i1 olejkiem eterycznym
z kopru dla Enterococcus faecalis i E. coli, co moze by¢ odpowiedza na rosngcg lekoopornos¢
patogenéw w leczeniu wielu chordb.!®* Za dziatanie roztoczobéjcze odpowiedzialne sg géwnie
trans-anetol i fenchon.'> Pozytywne efekty uzyskano w leiszmaniozie skérnej wywolywanej
przez wiciowce.'®® Réwniez cata charakterystyka nasion kopru, a szczegdlnie szereg efektow
biologicznych wystepujacych u ptakéw, w tym lepsza wydajnosé, wyzsza proliferacje komoérek
odpornosciowych, zmniejszony stres oksydacyjny i zwigkszone miana przeciwcial przeciwko
chorobom zakaznym, sugeruje na potencjalne zastosowanie kopru w hodowli drobiu jako
ekologiczna alternatywa dla antybiotykow. ™’

Zawarty w owocach kopru anetol posiadajaca réwniez aktywno$¢ estrogenowa
(fitoestrogen, prawdopodobnie poprzez mozliwos¢ tworzenia dimerow), dzieki ktéremu koper
wloski ma dziatanie galaktagotyczne. W niewielkich badaniach stwierdzono wzrost objetosci
mleka u matek karmigcych przyjmujacych preparaty z kopru, zawarto$ci thuszczu 1 przyrostu
masy ciata u niemowlat, jednak nie stwierdzono wzrostu st¢zenia prolaktyny w surowicy u matek
karmigcych. Napar z kopru jest bezpieczny dla niemowlat 1 skuteczny w tagodzeniu objawoéw
kolki, stad jego obecno$¢ w mleku matki w zwyktych dawkach jest rowniez korzystna dla
niemowlat. Zaleca si¢ ogranicza¢ stosowanie kopru do 2 tygodni, gdyz dluzsze stosowanie i/lub
stosowanie duzych dawek moze wywotywa¢ dziatania uboczne w postaci biegunki
1 podwyzszonych poziomoéw enzymow watrobowych. Po przyjeciu kopru mozliwe jest tez
wystapienie reakcji alergicznych, zatem matki, u ktorych wystapita alergia na marchew, seler lub
inne ros$liny z rodziny selerowatych powinny unika¢ kopru ze wzgledu na mozliwe pojawienie
sie objawow alergii krzyzowe;j.'*

W literaturze opublikowano wyniki szeregu badan in vitro nad wplywem olejku koprowego
na linie komorek nowotworowych. Olejek stosowano samodzielnie i w pofaczeniu z innymi
substancjami w stosunku do komorek raka piersi (linia komorkowa MCF-7),%° raka watroby
(linia komérkowa HHL-5) [311], raka ptuc (linie komérkowe NCI-H446 i NCI-H661)'% i raka

zotadka (linia komoérkowa AGS).!®! Mechanizm dziatania opiera sie na zaburzeniu cyklu
39



rozwoju komoérek nowotworowych, indukcji apoptozy i toksycznosci wobec ludzkich komoérek

nowotworowych.

3.3.3. Tatarak zwyczajny (Acorus calamus L.)

Tatarak zwyczajny (Acorus calamus L.) jest wieloletnig, aromatyczng byling nalezacg do
rodziny tatarakowatych (Obrazkowate, Acoraceae). Roslina ta, a szczegdlnie jej klacze, jest
wykorzystywana jako pachnace ziele w tradycyjnej medycynie ajurwedyjskiej (indyjskiej)
i chinskiej. Znana jest rowniez pod nazwami ludowymi takimi jak ajer lub tatarskie ziele, a takze
pod ajurwedyjska nazwa vacha.'®? Rodzina Acoraceae liczy okoto 110 rodzajow i ponad 1800
gatunkoéw roslin klagczowych lub bulwiastych. Rodzaj Acorus obejmuje okoto 40 gatunkow,
jednak tylko kilka z nich przebadano pod katem ich skladu chemicznego i aktywnosci
biologicznej. Tatarak zwyczajny zostal skrupulatnie zbadany ze wzglgdu na wiasciwosci
lecznicze 1 jego znaczenie farmakologiczne potwierdzone dlugoterminowych stosowaniem
w medycynie ludowej.'®® Surowcem leczniczym jest klacze (Rhizoma Calami), ktore zbiera sig
wiosng i oczyszczone suszy w temperaturze do 35°C.146

Tatarak jest rozpowszechniony na catym §wiecie. Spotyka si¢ go w Azji, Ameryce, Afryce,
Australii i Europie.!®* Tatarak zostal zawleczony do Polski prawdopodobnie w XIII wieku
podczas najazdow tatarskich (stad jego nazwa), ale rozprzestrzenit si¢ dopiero w XV-XVI wieku.
Zgodnie z jedna z hipotez, rozdrobnione kawatki ktgcza tataraku byty dodawane do buktakow
w celu poprawienia waloréw smakowych wody. Wyrzucane w poblizu wodopojow dawaty
poczatek nowym populacjom ro$lin.'%41%° Obecnie tatarak wystepuje powszechnie, szczegdlnie
na nizinach, terenach podmoktych, w okolicach stawow i jezior. Jest okre§lany mianem ros$liny
inwazyjnej lub zadomowionego gatunku obcego.!®® Pomimo, Ze jest gatunkiem obcym, tatarak
nie ma duzego wpltywu na rodzime gatunki roslin szuwarowych, stad rozne klasyfikowanie
inwazyjnosci tej rosliny.

Dla tataraku charakterystyczne sg dtugie, mieczowate, ostro zakonczone na szczycie liscie
o dlugosci do 100 cm 1 1,5-2 cm. Liscie wyrastaja bezposrednio z kiaczy, ktére osigga okoto
1 cm $rednicy 1 dlugo$¢ 10-20 cm. Ktacze pokryte jest od gory biatawg skorka od spodu
przechodzaca w barwe zielonkawa, rozowawa, czasem brunatna. Srodek klacza jest zwykle biaty
o silnym zapachu cynamonu i kamfory,167:168.169

W Polsce z powodu panujacego tutaj klimatu, tatarak rozmnaza si¢ jedynie wegetatywnie
z klaczy, gdyz z kwiatdbw nie powstaja owoce ani nasiona. Kwiaty tataraku sg malutkie,
o $rednicy do 2 mm, sttoczone w zielono-z6ttym kwiatostanie znajdujacym si¢ na szczycie todygi
kwiatonosnej, ktéra ma przekroj trojkatny, lekko sptaszczony i osigga wysokos¢ okoto 40-50

cm. Tatarak kwitnie od maja do czerwca, jednak po zakonczeniu kwitnienia, kwiaty stajg si¢
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suche 1 bragzowe pozbawione owocow. Owoce w postaci czerwonych jagod wytwarzajg jedynie

rosliny diploidalne rosngce w Azji. Triploidalne rosliny rosngce w Europie nie wytwarzaja

owocow. 170171

Rysunek 13. Tatarak zwyczajny (Acorus calamus L.).1*®

Tatarak jest ro$ling olejkodajna. Swieze klacze zawiera od 2 do 4% olejku eterycznego,
ktorego sktad iloSciowy jest zréznicowany w zaleznosci od pory zbiordw i rodzaju surowca.

172 olejek tatarakowy zawiera glownie a-azaron oraz p-azaron (35,3-90,6%)

Wedtug Parki i wsp.
I Z-izoelemycyne (1,7-7,3%). Wsrod innych skladnikow wymienia si¢ linalol, cyperenon,
cyperol, saflor, eugenol, kamfore i szereg innych substancji aktywnych,84172 ktére zapewniaja
szereg wlasciwosci leczniczych. Wtasciwos$ci azaronu zostat docenione przez EMEA 1 opisane
w monografii po§wigconej tej substancji.}”® W literaturze wspomina si¢ o wielu zastosowaniach
tego ziela. Wérdd nich dominujg zaburzenia przewodu pokarmowego i uktadu trawiennego, np.
choroby watroby, utrata apetytu, kolki, skurcze, biegunki, wzdecia, niestrawno$¢, a takze jako
srodek przeciwrobaczny. Stosowany byt rowniez w chorobach uktadu nerwowego, bezsennosci,
histerii, epilepsji i utracie pamieci. Poza tym doceniano jego wlasciwosci w stanach zapalnych,
w tym drog oddechowych oraz innych narzadow.!®® Obecnie cze$¢ z tych wskazan znalazta
potwierdzenie w badaniach naukowych. Niemniej jednak zwraca si¢ réwniez uwage na
zawartos¢ f-azaronu, ktory z jednej strony jest gtownym sktadnikiem bioaktywnym, a z drugie;j

za$ strony odpowiada za toksyczno$¢ i dziatania uboczne tataraku, stad ograniczono jego
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zawarto$¢ w preparatach doustnych. Dzienny limit spozycia B-azaronu z ziotowych produktéw
leczniczych ustalono na 0,115 mg na dzien. !’

W pracy przeprowadzonej na Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu'’® zbadano
wrazliwo$¢ bakterii beztlenowych wyizolowanych z zakazen jamy ustnej i gérnych drog
oddechowych poddanych dziataniu olejku tatarakowego. Po 48 godzinnej hodowli bakterii
stwierdzono, ze olejek tatarakowy hamuje wzrost beztlenowych pateczek: Gram-ujemnych:
Bacteroides ureolyticus, Porphyromonas asaccharolytica i Porphyromonas levii oraz Gram-
dodatnich Actinomyces israeli, Bifidobacterium dentium i Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermanii. Przy czym bakterie Gram-dodatnie wykazaty si¢ wieksza wrazliwo$cig niz
bakterie Gram-ujemne. Ponadto w badaniach biochemicznych i eksperymentalnych wykazano
dzialanie przeciwzapalne oparte na zahamowaniu produkcji cytokin prozapalnych oraz dziatanie
immunomodulujgce oparte na zahamowaniu proliferacji mitogenu (fitohemaglutyniny),
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej stymulowane antygenami, tlenku azotu i produke;ji
interleukiny 2.1%% Oba te mechanizmy moga by¢ podstawa do stosowania ekstraktu w chorobach
infekcyjnych i zakazeniach, np. zapaleniu oskrzeli.

Neurologia jest dziedzing, w ktorej dobre efekty neuroprotekcyjne, wynikajace
z zastosowania ekstraktu z tataraku zostaly potwierdzone wieloma badaniami. W przegladzie
systematycznym literatury poswigconej drgawkom epileptycznym zaobserwowanym
u pacjentéw z Azji, Afryki i Ameryki Lacinskiej'”” zidentyfikowano az 12 badan opisujacych
wplyw zastosowania ekstraktu z tataraku w zapobieganiu drgawkom oraz innym, patologicznym
objawom ze strony osrodkowego ukladu nerwowego, w tym w leczeniu bolow glowy
1 odwracaniu skutkéw toksycznego dzialania lekow. Dobre efekty uzyskiwano w leczeniu
demencji i zapobieganiu utraty pamieci,}’® depresji,}”® bélu neuropatycznego.'®® Oprocz
dziatania neuroprotekcyjnego udowodniono wlasciwosci antyoksydacyjne ekstraktu z tataraku,
ktory dzigki niszczeniu wolnych rodnikow spowalnia procesy starzenia si¢ organizmu i sprzyja
zapobieganiu rozwoju wielu chordb.!®® Zastosowanie ekstraktu z tataraku w celu obnizenia
poziomu lipidow u ludzi ma dhlugg tradycje w medycynie ludowej, ale znalazto takze swoje
potwierdzenie w badaniu eksperymentalnym prowadzonym w indyjskim osrodku przez Parab
i Mengi.’8! Wykazano w nim, ze 50% ekstrakt alkoholowy z tataraku (100 i 200 mg/kg) oraz
saponiny (10 mg/kg) wyizolowane z ekstraktu wykazujg istotng aktywnos$¢ obnizajaca stezenie
lipidow. Ekstrakt wodny wykazywat taka aktywnos$¢ jedynie w dawce 200 mg/kg. Dzialanie
obnizajace poziom lipidow oraz inne wilasciwosci wyciagu z klacza tataraku stwarzaja
mozliwo$ci zastosowania go we wspomagajacym leczeniu chorob uktadu sercowo-

naczyniowego. 82
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3.3.4. Wrotycz pospolity (Tanacetum vulgare L.)

Wrotycz pospolity (Tanacetum vulgare L.), zwany rowniez zlocieniem pospolitym, jest
wieloletnig ro$ling zielng posiadajaca dlugg histori¢ stosowania w leczeniu roznych schorzen.
Ziolo to nalezy do rodziny astrowatych (Asteraceae).'®® Jego nazwa rodzajowa, Tanacetum,
pochodzi od greckiego stowa ,,athanatos” oznaczajacego nie$miertelnos¢. W starozytnosci jego
dlugowiecznym kwiatom przypisywano wyjatkowa moc odmiadzajaca i zdolnos¢ do ochrony
martwych ciat przed rozktadem. '8

Roslina ta ma krotkie rozgatezione klacze, zwarty korzen 1 ro$nie do wysokosci okoto 1,5
metra. Lodygi sa sztywne, stabo rozgalezione 1 gesto pokryte 1isémi, ktore sg dos¢ duze,
pierzastosieczne i rosngce naprzemianlegle. Pomaranczowozolte kwiaty sa duze, zebrane
w drobne, ptaskie koszyczki. Wrotycz kwitnie od maja do czerwca. Owocem jest
pieciozeberkowa brunatnoszara nietupka. Surowcem leczniczym sg koszyczki kwiatowe (Flos
Tanaceti), ktore zbierane sg na poczatku kwitnienia, a nastepnie suszone w temperaturze 30°C.
Kwiaty wrotyczu zawieraja 1-1,5% aktywnego olejku esencjonalnego. Cata ro$lina jest trujaca
z powodu duzej zawartoéci tujonu, 24618

Wrotycz wystepuje natywnie w Europie i Azji, ale zostat zawleczony rowniez do Ameryki
Potnocne;j. Porasta tereny do wysokosci 2000 m n.p.m. Mozna go znalez¢ dziko na tagkach,

miedzach, zboczach, w zaro$lach i nad brzegami wod. 140

Rysunek 14. Wrotycz pospolity (Tanacetum vulgare L.)*8®
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Aktywno$¢ biologiczna wrotyczu pospolitego dotyczy przede wszystkim dziatania
antyoksydacyjnego, cytotoksycznego, przeciwbakteryjnego 1 przeciwzapalnego. Nalezy
pamigtaé, ze wlasciwosci przeciwutleniajace roslin to jeden z najwazniejszych wskaznikow do
oceny ich potencjalnego zastosowania w lecznictwie. Ekstrakt metanolowy z nadziemnych
czesci wrotyczu wykazywat dziatanie wychwytujace wolne rodniki. W tescie metoda DPPH
uzyskano wynik ECsp wynoszacy 37 ug/ml.1®" A¢imovi¢ i Puvaca podaja, ze za dziatanie
antyoksydacyjne w przypadku wrotyczu odpowiadaja a-pinen i tlenek Kariofilenu.!%® Inng
substancjg aktywng jest partenolid, seskwiterpenowy lakton, ktory wystepuje w liSciach
wrotyczu. Zawarto$¢ partenolidu w ekstraktach chloroformowych z wrotyczu pospolitego
zebranego ze stanowisk w Serbii wynosita 177,51 pg w 100 mg materiatu ro$linnego.®

Preparaty z wrotyczu muszg zawiera¢ co najmniej 0,2% partenolidu w Zjednoczonym
Krolestwie, a we Francji co najmniej 0,1% zawartosci danego produktu. Jest to substancja
o wielokierunkowym dzialaniu, niskiej toksycznosci i duzym potencjale do wykorzystania
w wielu schorzeniach.!8 Wrotycz zawiera jednak znacznie wiecej substancji bioaktywnych — Ak

i wsp. 1%

przebadali gruntownie sktad wrotyczu i wykazali obecnos$¢ kilku grup fitochemicznych,
przy czym zidentyfikowali az 107 zwigzkéw, w tym kwasy fenolowe, flawonoidy, terpenoidy
1 kwasy tlhuszczowe. EMEA opracowala monografi¢ jedynie dla ziela zlocienia maruna
(Tanacetum parthenium), ktory na postawie zasady ugruntowanego stosowania moze by¢
stosowane u dorostych i dzieci powyzej 18 roku zycia. U mlodszych dzieci agencja nie poleca
jego stosowania z powodu braku danych na temat skutecznosci i bezpieczefstwa. %

Onozato i wsp.!® wykazali dziatanie przeciwwirusowe przeciwko wirusowi opryszczki
(HSV-1) nadziemnych czesci wrotyczu w warunkach in vitro. Wykazano, ze partenolid chroni
komorki przed infekcja wirusowa zakldcajac replikacje wirusa po etapie jego penetracji do
komorki. W innych badaniach wykazano, ze partenolid hamuje aktywacj¢ NF-kB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), czyli kompleksu biatkowego dziatajacego jako
czynnik transkrypcyjny, zapobiegajac tym samym indukcji NF-kB, tj. kompleksu biatkowego
odpowiedzialnego za propagacje procesu zapalnego. Zatem czynnik transkrypcyjny NF-kB jest
kluczowym regulatorem komoérkowej odpowiedzi zapalnej i immunologicznej oraz czgstym
celem $rodkow przeciwzapalnych i przeciwwirusowych.'% Dziatanie przeciwwirusowe
i cytotoksyczne wykazano rowniez w innych badaniach.'®3

Oprocz dzialania przeciwwirusowego ekstrakt z wrotyczu wykazuje dzialanie
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze. Zbadano zatem dziatanie wyciggu wodnego z wrotyczu
przeciwko bakteriom pobranym od kobiet po menopauzie z rozpoznaniem nawracajacych

infekcji drog moczowych.'® Ekstrakt skutecznie hamowal wzrost koagulazo-ujemnych

gronkowcow (CNS; colagulase negative Staphylococcus) w probkach moczu i wzrost zarowno
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S. aureus oraz CNS w prébkach wydzieliny pochwowej. W innym badaniu wykazano

skutecznoéé etylowego z wrotyczu przeciwko Candida albicans.!%

Wykazano, ze ekstrakt
zwigkszal efektywno$¢ dziatania chlorheksydyny, dzigki czemu wydaje si¢ uzasadnione
wykorzystanie takiego potgczenia w leczeniu endodontycznym.

Dzialanie przeciwzapalne i ulatwiajgce gojenie si¢ ran zostalo wykazane w modelach
eksperymentalnych in vivo.'®® Dziatanie to nie jest przypisywane jednej substancji, a raczej
efektowi synergicznego dzialania wielu substancji zawartych we wrotyczu. Szybsze
nastepowanie faz gojenia si¢ ran (proces zapalny, proliferacja i remodelling) potwierdzono
rowniez w badaniu histopatologicznym. Dziatanie przeciwzapalne zwigzane jest roOwniez
z hamowaniem produkcji tlenku azotu.*®’

Udowodniono takze dziatanie antyoksydacyjne ekstraktu z wrotyczu. 193197 Za to dziatanie
odpowiadajg gltéwnie terpenoidy takie jak o-pinen, P-kariofilen i tlenek Kkariofilenu
wyekstrahowane z olejku wrotyczy. Dziatanie antyoksydacyjne, przeciwstarzeniowe
I przeciwzapalne przektada si¢ na dziatanie neuroprotekcyjne. W eksperymentalnym modelu
choroby Alzheimera zaobserwowano istotng zmiang ekspresji gendw biorgcych udziat
w patogenezie tej choroby (gen Syp i gen Psenl), co wskazuje na potencjalne wiasciwosci
zmniejszajace demencje oraz utatwiajace uczenie przestrzenne i pamigé.'%

Wielu badaczy donosi o dziataniu hamujagcym wzrost komorek nowotworowych. Vasileva
i wsp.® badali wptyw ekstraktu z wrotyczu na kilka linii ludzkich komorek rakowych. Do badan
wlaczono nastepujace linie komoérek nowotworowych: inwazyjny gruczolakorak przewodowy
piersi (linia MCF-7), potrojnie ujemny gruczolakorak piersi (linia MDA-MB-231),
niedrobnokomoérkowy rak ptuc (linia H1299), niedrobnokomoérkowy rak pecherzykowy (linia
AS549), rak szyjki macicy (linia HeLa), rak watrobowokomorkowy (linia HepG2), rak okreznicy
(liniaHT-29) i rak prostaty (linia PC3). Badanie wykazato, ze wycigg z wrotyczu zawiera
substancje o wysokiej selektywnej aktywnosci wobec komoérek nowotworowych. W innym
badaniu, wodny ekstrakt z wrotyczu zebranego w Bulgarii znacznie zmniejszyt zywotnos¢
komorek rakowych linii MCF-7 raka piersi w sposob zalezny od dawki i czasu.?%°

Aktywnos$¢ odstraszajaca wrotyczu pozwala na jego uzycie w zapobieganiu chorobom
przenoszonym przez owady, jak rowniez wykorzystanie go w alternatywnej ekologicznej
strategii Kontroli upraw. Dziatanie to oparte jest na olejkach esencjonalnych zawierajacych
ztozone mieszaniny terpendéw, terpenoidow 1 sktadnikow alifatycznych. Olejek wrotyczu
pospolitego zawiera najwicksze stezenie B-tujonu i kamfory.?®! Ze wzgledu na duzg zawartos¢
B-tujonu, wrotycz jest rOwniez stosowany zewnetrznie w preparatach przeciwko pasozytom, np.
wszy 1 $wierzbowiec. Jego skuteczno$¢ zostala potwierdzona w dzialaniu przeciwpasozytniczym

przeciwko owsikom, glistom ludzkim i przywrze.?*?
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4. Cel pracy

Celem pracy bylo przetestowanie procedury ozonowania w procesie higienizacji wybranych
surowcow roslinnych i produktow — suplementow diety, jak rowniez okreslenie jej wplywu na
zmiany w profilu jako$ciowym i ilosciowym wytypowanych metabolitow wtérnych. Procedura
ta docelowo bedzie miata zastosowanie w produkcji suplementow diety produkowanych
W przedsi¢biorstwie Wedes Concept Piotr Rejda. Zalozeniem opracowanego procesu byto
otrzymanie produktu charakteryzujacego si¢ wysoka czystoscia mikrobiologiczng przy
zachowaniu profilu metabolitow wtdrnych roslin. Przeprowadzony proces byt optymalizowany

w skali laboratoryjnej (do 1 kg surowca).
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5. Badania wlasne

5.1. Materialy

Do badan wykorzystano nastgpujace ziota:
- ktgcze tataraku zwyczajnego (Acorus calamus L.),
- ziele wrotyczu pospolitego (Tanacetum vulgare L.),
- owoc kopru wioskiego (Foeniculum vulgare semen L.),

- koszyczek rumianku pospolitego (Matricaria chamomilla L.)

Wszystkie surowce roslinne do badan zakupiono w firmie Aromatika Adam Iwanczuk w
roku 2020. Wykorzystano rowniez wybrane mieszanki ziolowe — sktadniki oferowanych

suplementow diety, wytwarzanych w firmie Wedes Concept Piotr Rejda.

5.2. Metody
5.2.1. Procedura ozonowania ziol

Ozon wykorzystywany do dekontaminacji byt wytwarzany przez generator ozonu Korona
L20 SPALAB (Laboratorium Korona, Piotrkow Trybunalski, Polska), ktory do produkcji gazu
wykorzystuje powietrze atmosferyczne. Urzadzenie uzywane podczas badan laboratoryjnych

przedstawia Rysunek 15. Wydajnos¢ generatora wynosita 20 g ozonu na godzing.

Rysunek 15. Generator ozonu Korona L20 SPALAB.

Sposdb stworzenia modelu ozonowania materialdw uzytych w niniejszej pracy jest

projektem autorskim, na ktory zlozyly si¢ wnioski wyciggnigte z pierwszych préb
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przeprowadzonych badan wedlug sugestii popartych przegladem literatury. Poczatkowo
przewod wyprowadzajacy ozon z generatora skierowany pod membrang hermetycznej komory
stuzacej jako miejsce do dekontaminacji probek roslinnych. Schemat ten przedstawiono na

Rysunku 16.
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3
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Generator ozonu o C 5]
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bezposrednio z iat
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WIROAY

Szczelna komora

Rysunek 16. Model pierwszego zastosowanego w badaniach wtasnych sposobu ozonowania
probek materiatu roslinnego.

Uzyskane w ten sposob wyniki analiz mikrobiologicznych oczyszczanych surowcow nie
byly zgodne z oczekiwaniami, co oznacza, ze ogolna liczna drobnoustrojow nie podlegata
zakladanej redukcji. Wobec tego stworzono nowy, autorki model, w ktorym ujs$cie przewodu
wyprowadzajacego ozon skierowane jest bezposrednio na probke poddawang dzialaniu gazu.

Model ten prezentuje Rysunek 17.
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Rysunek 17. Model poprawionego na podstawie wlasnych doswiadczen schematu ozonowania
probek materiatu roslinnego.

Proces dekontaminacji przeprowadzono w reaktorze w sposob ciagly, a poziom jego
natezenia podlegat stalemu monitorowaniu przy pomocy czujnika ozonu. Proces prowadzono

przez odpowiednio dobrany dla rodzaju materiatu czas.
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Proces ozonowania przeprowadzano w prostokatnym naczyniu szklanym (reaktorze)
o pojemnosci 10 1, w temperaturze pokojowej (22+1°C). Wszystkie probki byty
dekontaminowane ozonem w trzech natezeniach gazu — 10 mg/m?3, 50 mg/m? i 100 mg/m?® oraz
dwoch przedziatach czasowych tj. 30 1 60 minut. Rysunek 18 przedstawia proces dekontaminacji

wykorzystany w niniejszej pracy.

120 g ziota 120 g ziota
= fre e 4
—_ mg mg
|- 10 mg @ =: 10 mg
+60 min +3O min
80 g ziota 80 g ziota
a— 100 mg . — 100 mg
a— 50 mg [ 50 mg
8| 10 mg .- 10 mg
. +60 min ) +3O min
40 g ziota 40 g ziota

Rysunek 18. Sch;mat badania procesu dekontaminacji ozonem z uwzglednieniem masy probek
I CZasu 0zonowania.

Wszystkie ziota, tj. tatarak zwyczajny (Acorus calamus), wrotycz pospolity (Tanacetum
vulgare), nasiona kopru wtoskiego (Foeniculum vulgare semen), rumianek pospolity (Matricaria
chamomilla) oraz wybrane mieszanki ziotowe poddano identycznemu procesowi dekontaminacji
przy udziale ozonu. Wyjsciowa probka badawcza kazdego ziola zawierata 120 g suchej masy,
ktora poczatkowo w catosci poddano ekspozycji na ozon. Czas ozonowania wynosit 30 lub 60
minut przy natgzeniu gazu 10 mg/m?®, 50 mg/m? lub 100mg/m3. Nastepnie, odsypano 40 g
materialu 1 zostat on zamrozony. Kolejne 80 g surowca poddano dalszej dekontaminacji przez
30 lub 60 min. i odpowiedniej dawce nat¢zenia gazu. W kolejnym etapie ozonowania 40 g
materiatu z poprzedniego etapu odsypano i1 zamrozono, a pozostate 40 g poddano dalszemu
ozonowaniu przez kolejne 30 lub 60 minut i ustalonej dawce ozonu (10 mg/m?3, 50 mg/m?® i 100
mg/m?). Materiat ro$linny dekontaminowany byt w czasie od 30 do 60 minut i stezeniu ozonu

od 10 mg do 100 mg/l. Kazda z uzyskanych probek poddano analizie mikrobiologicznej oraz
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pod katem zmiennosci istotnych zwigzkow biologicznie czynnych. Proces ozonowania dla

kazdego z wariantow przeprowadzono trzykrotnie.

5.2.2. Oznaczanie czystosci mikrobiologicznej materialu roslinnego

Wplyw ozonowania na czystos¢ mikrobiologiczng badanych preparatow ziotowych
okreslono wg wymagan Farmakopei Polskiej, wyd. X1.202

Badane probki potraktowano jako produkty nierozpuszczalne w wodzie. W celu okreslenia
ilosci drobnoustrojow 1g odpowiednio potraktowanego wczesniej ozonem rumianku zawieszono
w 100 ml bulionu z hydrolizatem kazeiny oraz soi. Dla kazdej badanej proby wykonano
6 kolejnych 10-krotnych rozcienczen stosujgc ten sam rozpuszczalnik. Korzystajac z metody
posiewu powierzchniowego, w celu okres§lenia ogdlnej liczby drobnoustrojow tlenowych (Total
Aerobic Microbial Count, TAMC), 100 pl probki z kazdego poziomu rozcienczenia przenoszono
na agar zawierajacy hydrolizat kazeiny oraz soi (podtoze tryptozowo-sojowe) oraz odpowiednio
na podtoze MacConkey’a (dla Gram-ujemnych pateczek z rodziny Enterobacterales). Natomiast
dla okreslenia ogdlnej liczny drozdzy i ple$ni (Total Yeats/Molds Count, TYMC) probki
posiewano na podiloze Sabouraud z dekstroza. Badanie metoda bezposredniego posiewu
wykonano co najmniej 3 krotnie na badanym podtozu dla kazdej oznaczanej probki.

Do kazdego oznaczenia nastawiono kontrole: ujemna (zawierajacg samo badane podloze)
oraz ,,0” (zawierajaca produkt wyjsciowy. tj. materiat roslinny przed procesem ozonowania).

Posiane plytki inkubowano w temp. 30°C przez 72 godziny. Srednie obliczone
z wyros$nigtych kolonii przeliczano na CFU/ml 1 okreslano liczbg drobnoustrojow w 1g preparatu.
W interpretacji wynikow kolonie grzybow drozdZzopodobnych i plesniowych, wykrytych na
poditozu z hydrolizatem kazeiny oraz soi zaliczono do liczby TAMC, z kolei kolonie bakterii
wykryte na podlozu Sabouraud z dekstrozg zaliczono do liczby TYMC. Wyniki probek po

ozonowaniu poréwnano do probki ,,0” przed ozonowaniem.

5.2.3. Otrzymywanie i oznaczanie skladu olejkéw eterycznych

Wysuszony surowiec roslinny (2g) umieszczono w kolbie okragtodennej o pojemnosci 250
ml, nastepnie dodano 100 cm® wody destylowanej i prowadzono hydrodestylacje za pomoca
aparatu Derynga. Przed rozpoczeciem whasciwej destylacji dodano 1 cm® wzorca 2-undekanonu
w stezeniu Img/ml w cykloheksanie (wg. publikacji). Destylacj¢ prowadzono przez 3 godziny,
po czym zebrano warstwe organiczng zawierajacg zawieszony olejek eteryczny. Probki do
momentu przeprowadzenia analizy GC-MS przechowywano w temperaturze -20 °C.

Destylacje przeprowadzono dla nastgpujacych prob:

- wysuszony surowiec bez ozonowania jako proba kontrolna
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- surowiec roslinny po 3 krotnym ozonowaniu dawka 10 mg/m® przez 30 min
- surowiec roslinny po 3 krotnym ozonowaniu dawka 10 mg/m?® przez 60 min
- surowiec roslinny po 3 krotnym ozonowaniu dawka 50 mg/m?® przez 30 min
- surowiec roslinny po 3 krotnym ozonowaniu dawka 50 mg/m® przez 60 min
- surowiec roélinny po 3 krotnym ozonowaniu dawka 100 mg/m? przez 30 min

- surowiec roslinny po 3 krotnym ozonowaniu dawka 100 mg/m? przez 60 min

Otrzymang probke poddano analizie metoda chromatografii gazowej sprzezonej
z detektorem mas (GC-MS, Saturn 2000 Varian Chrompack lub Shimadzu QP 2020) uzywajac
kolumny ZB-5 (5% fenylometylopolisiloksanu) (30 m x 0,53 mm % 0,25 um). Jony czasteczkowe
I fragmentacyjne otrzymano metoda jonizacji elektronami (EI, 70 eV). Uzytym gazem no$nym
byt hel - przeptyw 1 ml/min, stosujac wspdtczynnik podziatu 1:20. Program temperaturowy byt
nastepujacy: 45°C przez 0 min, narost 2°C/min 45-150 narost 25°C/min do 270 °C i 5 min
w temp. 270°C (Shimadzu) oraz 60 °C przez 2 min, nast¢gpnie 4 °C do 240 °C (Varian Saturn
WorkStation 2000/2000). Identyfikacji zwigzkow dokonano przy uzyciu: a) dostepnych
w Katedrze Chemii Zywnosci i Biokatalizy wzorcow czystych substancji; b) obliczonych
indeksow retencji Kovaca c) porownania widm EI MS z literaturowymi, tj. baza NIST20. Do
wyznaczenia indekséw Kovaca zastosowano seri¢ n-alkanow C-8 do C-28 (Neochem, Niemcy),
poréwnujac z danymi literaturowymi, tj. baza danych NIST, https://webbook.nist.gov z dnia 10
maja 2022, $rednimi warto$ciami indeksow retencji w bazie NIST20) oraz bazag MassFinder.

Widma masowe EI MS interpretowano przy uzyciu oprogramowania AMDIS v. 2.73.

5.2.4. Oznaczanie zawartoSci polifenoli
5.24.1.  Oznaczenie zawartosci polifenoli ogélem

Oznaczenie wykonano wg publikacji Mamat i wsp.2* Skrécony opis przedstawiono
ponizej.
Ekstrakty przygotowane zostaty z 0.2 g suszonego materiatu roslinnego, ktory zawieszony zostat
w 5 ml 50 % metanolu i umieszczony w tazni ultradzwigkowej przez 10 min. Po 24 h proces
powtdrzono a nastepnie przesaczono przez filtr silikazelowy uzyskane ekstrakty. Wszystkie
ekstrakty wykonano w trzech powtdrzeniach.
Do probowek typu Eppendorf przeniesiono po 20ul odpowiedniego ekstraktu materiatu
roslinnego i 180ul odczynnika Folin-Ciocalteau. Po 5 minutach inkubacji dodano 1,2 ml wody
destylowanej 1 400ul 20% roztworu Na,COs i cato$¢ inkubowano w temperaturze pokojowe;j

przez 30 minut. Po zmianie barwy roztworu z zielonej na granatowa przeniesiono po 200ul
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probki w 3 powtorzeniach na plytke 96-dotkowa. Absorbancje zmierzono przy 750 nm. Osobno

sporzadzono krzywa wzorcowa kwasu galusowego rozpuszczonego w metanolu.

5.24.2.  Oznaczenie zwigzkow polifenolowych za pomocg LCMS

Okoto 100 mg sproszkowanego materiatu roslinnego macerowano w 2 ml roztworu MeOH
tazni ultradzwickowej przez okres 1h. Po odwirowaniu i odseparowaniu frakcji organicznej
czynno$¢ powtdrzono dwukrotnie. Potaczone frakcje organiczne odparowano na wyparce
obrotowej, dodano 2 ml MeCN i po przefiltrowaniu (PTFE, 0,22 um) poddano analizie.

Analize LC-MS przeprowadzano przy wykorzystaniu sprze¢tu Shimadzu HPLC Prominence-
i LC-2030C sprzezonego z potrojnym kwadrupolowym spektrometrem mas (Shimadzu LCMS-
8045). Rozdziat zwigzkéw w ekstraktach dokonano na kolumnie z fazg odwrocong (Kinetex 2,6
um C18 100A, 100 x 3 mm, Phenomenex, Aschaffenburg, Niemcy) w temperaturze 35 °C. Do
analizy zastosowano dwie fazy ruchome: woda z 0,1% kwasem mréwkowym (eluent A) oraz
acetonitryl z 0,1% kwasem mréwkowym (eluent B). Stosowane rozpuszczalniki wykazuja
czystos¢ > 99.95%. Szybkos¢ przeptywu faz przez kolumng wynosita 0.3 ml/min, a gradient byt
nastepujacy zaczynajac od 10% rozpuszczalnika B, nastgpnie do 20% B do 5 min, potem 60% B
do 10 min, nastepnie do 10% B do osiaggnigcia w czasie 13 min, a na koniec 10% do 17 min.
Nastrzyk probki wynosit 1 pl.

Analize przeprowadza si¢ w jonizacji typu electro-spray (ESI), pracuje ona w jonizacji
negatywnej oraz pozytywnej w zaleznosci od zwigzku chemicznego, a napigcie rozpylania jondw
jest ustawione na 4000 V. Zwiazki bioaktywne analizowano metoda monitorowania wybranych
reakcji fragmentacji (MRM). Przyktadowe parametry MRM podano w Tabeli 1. Pozostate
parametry MS ustawiono nastepujaco: przeptyw gazu nebulizujacego 3 L/min, przeplyw gazu
ogrzewajacego 10 L/min, temperatura interfejsu 300 °C, temperatura desolwatacji 526 °C,
temperatura bloku cieplnego 400 °C oraz przeptyw gazu suszacego 10 I/min.

Analiza poréwnawcza zostala wykonana przy wykorzystaniu czystych substancji
wzorcowych 1 krzywych kalibracyjnych. Analiz¢ otrzymanych wynikow wykonano w programie
LabSolution Postrun Analysis.

Ze wzgledu na brak znakowanych izotopowo wzorcow, zdecydowano si¢ na wykonanie
analizy porownawczej frakcji polifenolowej. Za 100% przyjeto zawartoSci w materiale
ro§linnym, niepoddanym procesowi ozonowania. Wyniki przedstawionio jako zmiang

procentowa w materiale roslinnym.
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5.2.5. Oznaczanie aktywnoSci przeciwutleniajacej

Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej metodami ABTS i DPPH ekstraktow
wykonano wedtug metod opisanych w publikacji Tsivelika i wsp.2%® Ekstrakty przygotowane
zostaty z 0.2 g suszonego materiatu roslinnego, ktoéry zawieszony zostat w 50 % metanolu
1 umieszczony w tazni ultradzwickowej przez 10 min. Po 24 h proces powtorzono a nast¢pnie

przesaczono uzyskane ekstrakty. Wszystkie ekstrakty wykonano w trzech powtdrzeniach.

5251 Metoda DPPH

10mg DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) rozpuszczono w metanolu w kolbie
jednomiarowej o objetosci 50 ml, uzyskujac 0,5 mmolowy roztwor. Nastepnie dla kazdego,
ekstraktu w 3 powtoérzeniach wariantu ozonowania, przygotowano szereg rozcienczen. Do
proboéwek typu Eppendorf zawierajacych odpowiednio 50 upl, 100 ul, 150 ul, 200 ul, 250 pl
ekstraktu dodano wode destylowang do objetosci 2 ml) i przenieniono na ptytke 96-dotkowa
przeniesiono 100 pl. Nastepnie dodano 100 ul uprzednio przygotowanego roztworu DPPH do
kazdego dotka. Dodatkowo naniesiono w trzech powtorzeniach 100 pl roztworu DPPH i 100 pl
metanolu jako prébe kontrolng. Nastepnie ptytke inkubowano w ciemno$ci przez 30 minut.
Odczytu absorbancji dokonano przy dlugosciach fali 517 nm wykorzystujac czytnik ptytek
BioTek Synergy H1. Aby przeliczy¢ aktywno$¢ w powszechnie przyjetych jednostkach pg/ml

konieczne byto wyznaczenie w trzech powtdrzeniach suchej masy ekstraktow.

5.25.2. Metoda ABTS

Przygotowano roztwory 7 mM roztwor ABTS 1 2,4 mM roztwor nadsiarczanu potasu, ktore
potaczono razem 1 inkubowano w ciemnos$ci przez 1 dzien. Nastgpnie dla kazdego z trzech
ekstraktow, kazdego wariantu ozonowania, przygotowano szereg rozcienczen w probowkach
typu Eppendorf (50 ul, 100 pl, 150 pl, 200 pl, 250 ul ekstraktu uzupetniono destylowang woda
do objetosci 2 ml). Na czysta ptytke 96-dotkowa przeniesiono w trzech powtorzeniach po 150 pl
rozcienczonego ekstraktu i dodano 50 pl roztworu ABTS+K:S;0s. Cato$¢ inkubowano
w ciemnosci przez 30 minut. Odczytu absorbancji dokonano przy ditugosciach fali 734 nm
wykorzystujac czytnik plytek BioTek Synergy H1. Aby przeliczy¢ aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
wyizolowanych zwigzkow w powszechnie przyjetych jednostkach tj. pg/ml konieczne byto

uzyskanie w trzech powtorzeniach suchej masy ekstraktow.
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6. Wyniki i dyskusja wynikow

Tematem pracy doktorskiej bylo wykorzystanie procesu ozonowania jako skutecznego
sposobu dekontaminacji surowcow zielarskich, wykorzystywanych w procesie produkcji
suplementow diety w przedsiebiorstwie Wedes Concept Piotr Rejda.

Pomimo zakupu ziél, proszkow witaminowych oraz mineralnych z pewnych zrédet tj.
dopuszczonych do handlu z Unig Europejska odpowiednimi zezwoleniami, a co za tym idzie
objetych kontrolg jako$ci, firma miala watpliwosci co do czystosci mikrobiologicznej
nabywanych towardéw. Swiadczyly o tym wyniki analiz mikrobiologicznych, zlecanych przez
przedsigbiorstwo Wedes Concept kazdorazowo przed wykorzystaniem zakupionych surowcow
roslinnych do produkcji nowych partii suplementéw diety. System wewnetrznej kontroli,
stosowany w firmie jest praktykowany od samego poczatku jej istnienia, a zwigzany jest przede
wszystkim z dbaloscia o czysto$¢ i1 bezpieczenstwo mikrobiologiczne produkowanych
suplementow oraz zdrowie i1 bezpieczenstwo potencjalnych klientow. Wiele zidt uzywanych
w recepturze suplementow diety pochodzi z obszaru Wschodniej Azji (gtéwnie Republiki
Chinskiej oraz wschodnich terenéw Chinskiej Republiki Ludowej), zatem sam transport (ze
wzgledu na czas trwania oraz warunki) do krajow Europy niesie duze niebezpieczenstwo
zanieczyszczenia surowca. Niejednokrotnie takze zdarzato si¢, ze $wiezo zakupione materiaty
roslinne kierowano do utylizacji, poniewaz przeprowadzone na zlecenie formy badania czysto$ci
mikrobiologicznej pokazywaly, ze surowiec jest mocno zanieczyszczony (powyzej granicy
dopuszczalnej przez prawo) i moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia i zycia konsumenta. Tego
typu zdarzenia implikowaty problemy natury ekonomicznej, gdyz sam zakup oraz pdzniejsza
konieczno$¢ utylizacji generowaly duzy i1 bezzwrotny koszt dla przedsigbiorstwa. Po
przeprowadzeniu analizy dostepnej literatury na temat rdéznorodnosci oraz skutecznosci
wykorzystywanych w przeszto$ci metod shuzacych oczyszczaniu produktow zywnosciowych,
w tym zi6l (np. higienizacja para wodna, etanolem, przy uzyciu mikrofal, podwyzszonego
ci$nienia czy tez promieniowania jonizujacego), zarzad firmy zgodnie uznat, iz zadna z nich nie
jest na tyle dobra, zeby =zosta¢ przyjeta i wdrozong do procesu produkcyjnego
w przedsiebiorstwie. Jednak zapotrzebowanie na skuteczny sposob dekontaminacji surowcow
ros$linnych pozostato i stworzylo koncepcyjny fundament do poszukania i dopasowania innej,
lepszej i bardziej ekonomicznie uzasadnionej metody niz stosowane dotychczas. W ten sposob
we wspotpracy Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroclawiu opracowano metod¢ opartg na

uzyciu ozonu jako $rodka dekontaminujacego ziota.
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Podczas badan laboratoryjnych opracowano autorski sposob wykorzystania ozonu jako
czynnika w procesie oczyszczania surowcOw zielarskich oraz gotowych mieszanek
sproszkowanych ziol, ktore stanowig zawarto$¢ suplementow diety (w tym kapsutek)
produkowanych przez firm¢ Wedes Concept Piotr Rejda. Caty proces dekontaminacyjny
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi i dyrektywami Unii Europejskiej (dzigki czemu
uniknig¢to zanieczyszczenia ziot i gotowych mieszanek dodatkowymi zwigzkami toksycznymi
dla ludzi oraz takimi, ktére moga zmieni¢ ich wtasciwosci fitoterapeutyczne i/lub sensoryczne
353), jednakze w sposob nowy i opracowany w trakcie badan podczas pracy w laboratorium. Do
gltownych zalet wykorzystujacych ozon jako $rodek dekontaminujgcy naleza relatywnie duza
skuteczno$é, szerokie zakres dzialania bdjczego jak rowniez brak toksycznosci. Ozon tatwo
przenika do materiatu roslinnego i nie zmienia jego zapachu. Metoda ta nie jest pozbawiona wad,
do ktérych nalezy m.in. zr6znicowana skuteczno$¢ zalezna od rodzaju drobnoustroju, gdyz
niektére mikroorganizmy wykazuja oporno$é na dziatanie ozonu.2%62% Jest to technologia
przyjazna dla $rodowiska, ekonomicznie uzasadniona oraz nie wymagajaca wielu
skomplikowanych urzadzen czy dodatkowego personelu obstugujacego.?%®

Do tej pory nie ustalono optymalnych parametréw ozonowania, gdyz skutecznos¢ procesu
zalezy od wielu czynnikéw, wiaczajac rodzaj materiatu ro$linnego poddawanego
dekontaminacji. W literaturze dostepne sa opisy parametrow ozonowania dla wybranych zi6t
oraz w przemysle spozywczym.20%210

Parametry ozonowania dobrano na podstawie dostepne;j literatury pomimo réznic w zakresie
wielo$ci 1 rodzaju probek oraz samego procesu. Na podstawie informacji zawartych w publikacji

Kazi i wsp.?!

postanowiono zastosowa¢ podobny schemat aparatury do ozonowania probek
roslinnych. Komora, do ktoérej podawany byl ozon wyposazona byla w wentylator, miernik
poziomu ozonu a sam ozon podawany byt od dolu komory. Zastosowano proponowane w tej
publikacji natezenia ozonu w wysokosci od 1, 2, 3, 4, 5 ppm w réznym czasach 15, 30, 45, 60
min. Po przebadaniu otrzymanych probek pod katem czystosci mikrobiologicznej okazato si¢, ze
metoda byta nieskuteczna. W wszystkich wariantach liczba mikroorganizmow tylko nieznacznie
spadala. Rowniez powtdrzenie procedury trzykrotnie nie wptywato na zadawalajaca poprawe
wynikow. Na podstawie nastgpnych eksperymentdéw ustalono, Zze ozon powinien by¢ podawany
na bezposrednio na warstwe zid6t umieszczonych w perforowanym naczyniu, a sam proces

ozonowania powinien by¢ wykonywany trzykrotnie w odstepach 24 godzinnych. Jako modelowe

wybrano trzy stezenia ozonu 10 mg/ m3, 50 mg/ m® i 100 mg/m? przez 30 lub 60 minut.
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6.1. Czysto$¢ mikrobiologiczna prébek roslinnych poddanych ozonowaniu

Wpltyw ozonowania na czysto$¢ mikrobiologiczng badanego preparatow ziolowych
okre$lono wg wymagan Farmakopei Polskiej, wyd. XI.2%3

Celem badania czystosci mikrobiologicznej byto okreslenie ogodlnej liczby flory tlenowej
(bakterii i/lub grzyboéw) oraz wykluczenie lub stwierdzenie obecnosci wybranych
drobnoustrojéw. Na podloze stale natozono proby pobrane po kazdym kolejnym cyklu
ozonowania. Oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow tlenowych (Total Aerobic Microbial
Count, TAMC) oraz ogo6lnej liczbie drozdzy i plesni (Total Yeast and Mould Count - TYMC).
Plytki inkubowano w temperaturze pokojowej w zakresie 15-25°C przez 3 dni. Nastepnie
odczytano proby a wyniki przedstawiono w Tabelach 3-6.

Zdjecie przykladowej pyltki, na ktéra naktadano proby materiatow roslinnych przed

ozonowaniem przedstawia Rysunek 19, natomiast zdj¢cie ptytki z materiatem roslinnym po

kazdym kolejnym cyklu ozonowania prezentuje Rysunek 20.

ek | I iy - 1 |

Rysunek 19. Przyktad szalki Petriego Rysunek 20. Przyktad szalki Petriego

z narosnigtymi mikroorganizmami obecny- z naro$nigtymi mikroorganizmami obecny-
mi w ziotach nie poddanych ozonowaniu. mi w ziotach poddanych ozonowaniu.

Wyniki badan obecnos$ci mikroorganizméw obecnych w rumianku wskazuja, ze juz
pierwsze ozonowanie przy nawet najnizszym st¢zeniu ozonu redukowato ilos¢ TAMC o jeden
rzad wielko$ci. Podwyzszenie stezenia ozonu oraz wydtuzenie czasu ekspozycji powodowato
najczesciej redukcje ilosci mikroorganizméw. Najnizsza ilos¢ bakterii tlenowych obserwowano
przy stezeniu ozonu 100mg/m®. Podobna zalezno$¢ mozna réwniez zauwazy¢ w przypadku
TYMC, gdzie ilo$§¢ ozonu miata wiekszy wplyw niz czas ekspozycji. Warto zauwazy¢, ze
calkowita redukcja bakterii nalezacych do rodziny Enterobacteriacae nastapita przy dawce
ozonu 50 mg/m? i czasie ekspozycji 60 minut.
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Tabela 3. Wyniki badan przeciwdrobnoustrojowych dla rumianku (Matricaria chamomilla).

TAMC K 30 min 60 min
| 1 1l | | Il
1,06E+05
10 mg/m?3 2,23E+04 | 2,80E+04| 1,47E+04| 226E+04| 2,06E+04| 4,18E+03
50 mg/m3 4,17E+03| 3,50E+03| 4,50E+03| 1,70E+04| 7,22E+03| 4,56E+03
100 mg/m? 3,43E+03| 4,05E+03| 2,53E+03| 3,27E+03| 2,51E+03| 1,95E+03
TYMC K 30 min 60 min
I 1 11 I I "
1,12E+03
10 mg/m?3 7,33E+02| 5,67E+02| 4,67E+02| 5,00E+02| 3,83E+02| 3,50E+02
50 mg/m3 6,50E+02 | 3,00E+02| 3,33E+02| 6,17E+02| 3,83E+02| 2,00E+02
100 mg/m? 4,50E+02| 3,00E+02| 2,83E+02| 4,67E+02| 3,56E+02| 2,00E+02
Enterobac K 30 min 60 min
I 1 11 I I "
1,00E+02a
10 mg/m? 1,01E+02a | 1,00E+02a | 0,00E+00b | 1,00E+0a2 | 6,67E+0la| 0,00E+00
50 mg/m3 6,67E+01a | 0,00E+00b | 0,00E+00b | 0,00E+00b | 0,00E+00| 0,00E+00
100 mg/m3 3,33E+01a | 0,00E+00b | 0,00E+00b | 0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00

Legenda: K — kontrola przed ozonowaniem; NB — nie badano; TAMC — TYMC - ; E — bakterie

nalezace do rodziny Enterobacteriacae; I,11,111 — ilo$¢ cykli ozonowania

Podczas badan przeciwdrobnoustrojowych owocoéw kopru wtoskiego stwierdzono mniejsza
skuteczno$¢ ozonu niz w przypadku ziela rumianku. Natomiast warto podkresli¢, ze wyjsciowo
material roslinny zawieral mniejszg ilo§¢ mikroorganizmow. Jednakze trzykrotne ozonowanie
w dawce 100mg/m? spowodowato redukcje TAMC o dwa rzedy wielkosci. W przypadku TYMC
celem redukcji ilosci mikroorganizméw niezbgdne wydaje si¢ trzykrotne ozonowanie. Z kolei
bakterie nalezgce do rodziny Enterobacteriacae w ogole nie byly obecne w tym materiale

roslinnym.
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Tabela 4. Wyniki badan przeciwdrobnoustrojowych dla kopru wloskiego, (Foeniculum vulgare)

TAMC K 30 min 60 min
| 1 Il | 1 Il
6,88E+03
10 mg/m3 1,07E+03| 540E+02| 240E+02| 2.86E+03| 4.80E+02| 4.17E+02
50 mg/m3 9,45E+02| 5,00E+02| 3,18E+02| 6.58E+02| 5.00E+02| 3.10E+02
100 mg/m3 591E+02| 6,60E+02| 7,10E+02| 3.27E+03| 2.26E+02| 6,45E+01
TYMC K 30 min 60 min
I 1 11 I 1 "
6,33E+02
10 mg/m3 2,00E+02| 1,50E+02| 3,33E+01| 2.67E+02| 1.83E+02| 6.67E+02
50 mg/m3 1,33E+02| 1,33E+02| 8,33E+01| 1.00E+02| 5.00E+01| 5.00E+01
100 mg/m3 500E+02| 1,67E+02| 1,17E+02| 1.67E+02| 1.17E+02| 3.33E+01
Enterobac K 30 min 60 min
I 1 " I 1 11
0,00E+00
10 mg/m3 0,00E+00| 0,00E+00| O0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00
50 mg/m3 0,00E+00 | 0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00
100 mg/m3 0,00E+00| 0,00E+00| O0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00| 0,00E+00
Legenda: K — kontrola przed ozonowaniem; NB — nie badano; TAMC — TYMC - ; E — bakterie
nalezace do rodziny Enterobacteriacae; I,11,111 — ilo$¢ cykli ozonowania

Badajac ilo§¢ mikroorganizméw obecnych w zielu wrotyczu mozna zauwazy¢, ze
trzykrotne ozonowanie w czasie 60min przy dawce ozonu 100mg/m? dato poréwnywalne wyniki
TAMC i TYMC co przy takim samym czasie ekspozycji i trzykrotnym ozonowaniu w dawce
ozonu 50 mg/m®. Z kolei ilo$¢ bakterii nalezacych do rodziny Enterobacteriacae zostata

obnizona o dwa rzedy przy trzykrotnym ozonowaniu najwyzsza dawka ozonu w czasie 60 minut.
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Tabela 5. Wyniki badan przeciwdrobnoustrojowych dla wrotyczu pospolitego (Tanacetum

vulgare L.)
TAMC K 30 min 60 min
| | Il I i i
1,06E+05?
10 mg/m?® 1,05E+05| 1,76E+05| 1,45E+05| 3,18E+04| 1,90E+04| 1,98E+04
50 mg/m?® 1,83E+05| 1,74E+05| 8,46E+04| 2,67E+04| 3,78E+04 9,47E+03
100 mg/m?® 2,87E+05| 2,87E+04| 2,52E+04| 7,50E+03| 9,67E+03 9,00E+03
TYMC K 30 min 60 min
I I I | 1l 1]
2,24E+04
10 mg/m? 1,90E+04| 6,96E+04 | 3,07E+04| 2,67E+04| 6,80E+03 5,00E+03
50 mg/m?® 527E+04| 3,32E+04| 1,80E+04| 3,67E+04| 7,67E+03 3,73E+03
100 mg/m?® 1,68E+04| 7,33E+03| 4,33E+03| 7,00E+03| 4,33E+03 3,00E+03
Enterobac K 30 min 60 min
| 1 i | 1 1l
5,60E+04
10 mg/m?® 7,85E+04 | 1,45E+04| 1,54E+04| 1,37E+04| 1,33E+04 7,33E+03
50 mg/m?® 1,87E+04 | 9,47E+03| 2,39E+03| 2,90E+04| 1,23E+04 1,00E+04
100 mg/m?® 2,00E+04| 5,00E+03| 2,15E+03| 1,67E+03| 1,00E+03 3,33E+02

Legenda: K — kontrola przed ozonowaniem; NB — nie badano; TAMC — TYMC - ; E — bakterie
nalezace do rodziny Enterobacteriacae; I,11,111 —ilo$¢ cykli ozonowania

Wydaje si¢, ze mikroorganizmy bytujace na ktaczu tataraku sg najmniej wrazliwe na ozon,

poniewaz nawet trzykrotne ozonowanie w dawce 100 mg/m w czasie 60 minut pozwolito obnizy¢

warto$é TAMC do 2,63x10* a warto$¢ TYMC do 6,33x1073. Z kolei catkowita eliminacje ilo§¢

bakterii nalezacych do rodziny Enterobacteriacae uzyskano juz przy trzykrotnym ozonowaniu

w najnizszej dawce ozonu.
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Tabela 6. Wyniki badan przeciwdrobnoustrojowych dla tataraku zwyczajnego (Acorus calamus

L.)
TAMC K 30 min 60 min
| 1 Il | 1 i
6,79E+04
10 mg/m?® 597E+04 | 3,47E+04| 3,23E+04| 6,15E+04| 3,46E+04| 2,77E+04
50 mg/m?® 567E+04 | 4,72E+04| 2,28E+04| 5,00E+04| 3,35E+04| 2,62E+04
100 mg/m?® 6,42E+04 | 4,20E+04 | 1,52E+04| 4,70E+04| 2,45E+04| 2,63E+04
TYMC K 30 min 60 min
| 1 1l | | 11
2,78E+04
10 mg/m?® 2,43E+04| 2,10E+04| 9,67E+03| 1,43E+04| 1,67E+04| 6,67E+03
50 mg/m?® 4,00E+04| 1,07E+04| 2,00E+04| 2,30E+04| 9,00E+03| 5,20E+03
100 mg/m?® 1,53E+04 1,03E+04| 6,33E+03| 1,83E+04| 1,07E+04| 6,33E+03
Enterobac K 30 min 60 min
| | 1 | 1 1
4,00E+03
10 mg/m?® 3,33E+02| 3,33E+02| 0,00E+00| 3,33E+02| O0,00E+00| 0,00E+00
50 mg/m?® 3,33E+02| 2,33E+02| O0,00E+00| 3,33E+02| 0,00E+00| 0,00E+00
100 mg/m?® 2,33E+03| 4,67E+02| 0,00E+00| 1,33E+02| O0,00E+00| 0,00E+00
Legenda: K — kontrola przed ozonowaniem; NB — nie badano; TAMC — TYMC - ; E — bakterie
nalezace do rodziny Enterobacteriacae; I,11,111 —ilo$¢ cykli ozonowania

Podsumowujac te czg$¢ badan, z cala stanowczo$ci mozna potwierdzi¢, ze ozonowanie jest
przydatna metoda do higienizacji zidt. Nasze wczesniejsze badania wykazaly, by ozonowanie
bylo skuteczne niezbedne jest przeprowadzenie trzykrotnego ozonowania w odstepie 24 h.
Podobng procedure ozonowania zastosowata Brodowska i wsp.l” otrzymujac dobra czystos¢
mikrobiologiczng badanego materiatlu. Powtorzenie procesu ozonowania eliminacje czesci
drobnoustrojéw wystepujacych zaro6wno w formie wegetatywnej jak i przetrwalnikowej
w badanej probce. Podwyzszona czysto§¢ mikrobiologiczna potproduktéw Naszej firmy pozwoli

uzyskac wartosci dedykowane dla lekow.

6.2. Oznaczenie skladu jakosciowego olejkow eterycznych z ozonowanych ziél

Materiat roslinny nie poddany ozonowaniu oraz probki otrzymane po trzykrotnym
ozonowaniu poddano destylacji z para wodng z wykorzystaniem aparatu Derynga. Jako wzorzec
wewnetrzny stosowano 2-undekanon rozpuszczony w cykloheksanie. Otrzymane ekstrakty
analizowano wykorzystujac do tego celu chromatograf gazowy sprzgzony z spektrometrem mas.

Nalezy pamigtaé, ze wzgledna zawartos¢ procentowa sktadnikow olejkow eterycznych moze
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zaleze¢ od takich czynnikow jak odmiana lub chemotyp ro$liny ale réwniez czynnikéw
srodowiskowych a nawet warunkow ekstrakc;ji.

Glownymi sktadnikami otrzymanego olejku z ziela wrotyczu pospolitego byty B-tujon,
borneol, 1,8-cyneol, chryzantenon i kamfora (Tabela 7). Zawarto$¢ tych sktadnikow w olejku
z roslin poddanych ozonowaniu nie zmieniata si¢ znaczgco. RoOwniez nienasycone zwigzki
terpenowe nie ulegaly degradacji podczas kontaktu z ozonem. We wszystkich zastosowanych
wariantach ozonowania nie obserwowali§my znaczacych zmian w jego profilu jako$ciowym
1 ilosciowym. Nalezy wysnu¢ wniosek iz pod katem zachowania frakcji lotnych sg mozliwe do

stosowania w procesie produkcji.
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Tabela 7. Profil chemiczny (%%*) olejkow eterycznych otrzymanych z destylacji wrotyczu
pospolitego (Tanacetum vulgare )
RT 10 10 50 50 100 100
Nazwa Ri exp Rilit ! Kontrola mg/m mg/m mg/m mg/m mg/m mg/m
[min] 30min | 60min | 30min | 60min | 30min | 60 min
6.41 tricyklen 928 927 0.19 |0.16 0.15 0.22 0.17 0.16 0.19
6.54 a-tujen 933 932 029 |0.12 0.14 0.17 0.16 0.16 0.17
6.72 0-pinen 940 939 177 | 1.46 135 1.67 173 1.33 1.77
7.15 kamfen 955 955 252|249 2.35 3.14 2.2 2.29 2.6
7.86 sabinen 979 976 033 |021 0.47 0.2 0.22 0.27 0.42
7.96 B-pinen 982 980 037 |038 0.3 0.44 0.45 0.34 0.46
8.36 dehydro-1,8-cyneol 993 991 0.05 |0.11 0.09 0.1 0.07 0.09 0.09
8.60 (SE)Lzésé;ing;zll_3’6_ 1000 | 999 | 032 [015 |01l |025 |018  |015  |024
8.80 o-felandren 1008 1007 0.09 |0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.03
9.19 o-terpinen 1021 1018 0.36 |0.08 0.14 0.19 0.17 0.15 0.26
9.43 p-cymen 1029 1026 138|057 0.99 1.07 112 1.13 1.28
9.63 1,8-cyneol 1036 1035 524 |6.47 5.47 432 4.89 5.69 5.56
10.59 y ~terpinen 1065 1062 453 |184 1.38 1.49 1.99 1.59 2.03
10.82 cis-hydrat sabinenu 1072 1070 0.36 0.36 0.45 0.06 0.27 041 0.14
11.35 3.36-timethylhepta- | g5 | 10g3 03 |017 |o14 |o12 |o19 |o18 |06
1,5-dien-4-ol
11.54 terpinolen 1091 1088 015 {033 0.07 0.1 0.12 0.09 0.12
11.86 transhydrat sabinenu 1100 1098 0.26 0.27 0.47 0.09 0.37 0.45 0.22
12.03 Zw. nieoznaczony 1105 0.05 0.05 0.26 0.05 0.2 0.12 0.1
12.10 a-tujon 1108 1102 0.84 |061 0.46 1.25 0.65 1.14 0.59
12.46 B-tujon 1119 1114 4211 | 3457 38.27 40.13 40.05 39.11 37.04
12.64 ZW. nieoznaczony 1125 0.62 0.94 0.2 0.07 0.85 0.82 0.84
12.74 chryzantenon 1128 1127 13 |49 5.17 241 6.15 3.72 5.13
13.10 iso-3-tujanol 1139 1138 027 |017 0.29 0.28 0.28 0.25 0.24
13.25 trans-pinokarweol 1144 1139 11 0.68 1.03 0.64 1.04 0.98 0.9
13.41 kamfora 1149 1146 16.17 | 20.91 20.87 21.31 15.84 18.09 18.62
14.04 ZW. nieoznaczony 1167 047 |095 0.83 1.15 1.1 1.04 1.04
14.15 borneol 1170 1168 10.46 | 13.26 11.19 10.78 11.17 13.05 11.88
14.58 terpinen-4-ol 1182 1177 1.74 | 0.99 1.64 1 1.09 1.33 1.49
15.05 o-terpineol 1194 1188 029 |02 0.36 0.23 0.33 0.3 0.29
15.22 myrtenol 1198 1195 0.98 |0.41 0.38 0.41 113 0.65 0.68
15.51 ZW. nieoznaczony 1207 - 017 |037 0.31 0.2 1.22 0.34 0.33
15.63 trans - piperytol 1212 1208 074 |0.69 0.19 1.02 0.24 0.36 0.16
16.50 Cﬁgf; ;:;’f;lu 1239 1238 12 |142 0.99 1.05 0.86 1.15 1.15
18.22 octan bornylu 1289 1285 147 | 1.46 1.69 2.02 1.43 1.15 152
27.36 spatulenol 1583 1578 0.88 |118 0.98 1.27 1.09 1.03 121
27.52 tlenek kariofilenu 1588 1583 0.6 11 0.8 1.08 0.94 0.85 1.04
Zawarto$¢ O. E.(%) 051 |048 0,46 0,53 0,54 0,48 0,51

RI lit. - literaturowy indeks retencji (baza NIST20, NISTWebbook -
https://webbook.nist.qov/); Rl exp. - indeks retencji wyznaczony eksperymentalnie wzgledem

n-alkanoéw: * - wzgledem detektora MS
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Otrzymany olejek eteryczny z owocow kopru wiloskiego charakteryzowat si¢ podobnym
profilem zwigzkéw do wynikéw opisanych w publikacjach.?!2%1® Olejki eteryczne z owocow
kopru sktadajg si¢ z mieszaniny frakcji monoterpendw i fenylopropanoidow, ktorych glownymi
sktadnikami byty trans- anetol, estragol, fenchon i limonen (Tabela 8). Analizujac wyniki
otrzymanych olejkow eterycznych réwniez w tym wypadku mozemy stwierdzi¢, ze ozon nie
wptywal na sktad zaréwno gldwnych sktadnikéw jak i szczegodlnie wrazliwych na dziatanie

0zonu nienasycownych terpenéw czy terpenoidow.

Tabela 8. Profil chemiczny (%*) olejkéw eterycznych otrzymanych z destylacji owocow kopru
(Foeniculum vulgare).

RT . . 10 mg/m® | 10 mg/m?® | 50 mg/m® | 50 mg/m?® | 100 mg/m® | 100 mg/m?
Nazwa Ri exp | Ri lit | Kontrola
[min] 30 min 60 min 30 min 60 min 30 min 60 min

6.73 | a-pinen 939 | 939 0.88 0.87 0.77 0.77 1.00 0.96 0.90

7.86 | B-pinen 977 979 0.32 0.3 0.22 0.24 0.27 0.27 0.26

8.36 | mircen 992 | 990 0.12 0.14 0.13 0.18 0.13 0.19 0.15

9.42 | p-cymen 1027 | 1024 0.26 0.21 0.19 0.2 0.25 0.20 0.28

9.57 | limonen 1032 | 1029 541 5.49 4.21 4.18 5.05 511 5.27

9.63 | cyneol 1033 | 1031 0.11 0.03 0.07 0.11 0.13 0.10 0.15

9.84 | B-trans-ocymen | 1041 | 1037 0.16 0.26 0.22 0.22 0.22 0.26 0.22

11.50 | fenchon 1089 | 1086 2.8 243 2.33 2.8 3.32 2.72 3.14

13.41 | kamfora 1147 | 1046 0.12 0.1 0.12 0.11 0.16 0.13 0.16

15.45 | estragol 1204 | 1202 88.01 89.34 90.98 90.29 88.52 89.13 88.44

16.48 | octan fenchylu 1236 | 1232 0.19 0.18 0.04 0.11 0.15 0.07 0.15

16.81 | karwon 1245 | 1243 0.24 0.18 0.21 0.15 0.28 0.19 0.34

18.22 | anetol 1288 | 1288 0.43 0.46 0.52 0.64 0.52 0.66 0.55

Zawartosé EO (%) 1,80 1,82 181 1,83 1,75 1,74 Ho

RI lit. - literaturowy indeks retencji (baza NIST20, NISTWebbook -
https://webbook.nist.gov/); Rl exp. - indeks retencji wyznaczony eksperymentalnie wzglgdem
n-alkanoéw; * - wzgledem detektora MS

W 1973 roku Schilcher wykazat po raz pierwszy, ze sktad olejkow eterycznych z kwiatow
rumianku moze charakteryzowa¢ sie zmiennym skladem chemicznym.?!* Fakt ten zostat
potwierdzony wielokrotnie w badaniach innych naukowcow, w ktorych wykazano, ze olejek ten
sklada sie glownie z utlenionych seskwiterpenow, glownie pochodnych bisabolanu.?!>216.217
Rowniez w przeprowadzonych analizach gtéwnymi sktadnikami otrzymanego ekstraktu byty
tlenek bisabololu A, tlenek alfa-bisabolonu A, bisabolol B (Tabela 9). Zwiazki te nie ulegaty
degradacji i ich zawarto$¢ w olejku po ozonowaniu jest porownywalna z probka kontrolng.

Oznaczenie ilo$ciowe wykazaty niewielki ubytek frakcji olejkowej. Jego najwyzszy ubytek

obserwowany (niemal 23%) byt obserwowany dla wariantu 100 mg/m? przy czasie 60 minut.
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Tabela 9. Profil chemiczny (%%*) olejkow eterycznych otrzymanych z destylacji rumianku
(Matricaria chamomilla L.)

RT Ri | Ri mé/om3 mglylom3 mglom3 mg?m3 mlgegﬁ mlg(;gw3
min] Nazwa exp it Kontrola 39 6_0 39 69 39 69
min min min min min min
5.94 Ester etylowy kwasu 2-metylobutanowego | 851 | 848 1.09 0.81 151 | 0.32 0.11 0.72 0.3
9.86 Ester propylowy kwasu 2- metylobutanowego | 947 | 943 0.46 0.37 055 | 0.13 0.08 0.34 0.17
12.68 (3E)-2,5,5-trimetyl-3,6-heptadien-2-ol 998 | 997 0.35 033 | 062 | 015 | 015 | 0.29 | 0.18
13.95 0-Cymen 1022 | 1021 0.2 0.55 0.91 0.23 0.26 0.54 0.39
16.27 3,3,6-Trimethyl-1,5-heptadien-4-one 1061 | 1061 1.84 1.74 2.57 0.65 0.54 1.65 0.68
17.67 3,3,6-trimethylhepta-1,5-dien-4-ol 1082 | 1083 0.46 0.36 0.47 0.17 0.08 0.39 0.12
18.71 linalol 1097 | 1096 0.21 021 | 0.34 0.1 0.06 | 0.19 | 0.08
19.59 Zw. nieoznaczony 1111 0.22 0.1 0.35 0.26 0.25 0.77 0.59
21.25 2-borananon 1138 | 1139 0.49 032 | 015 | 0.06 | 004 | 013 | 0.05
22.74 izoborneol 1161 | 1167 0.72 0.42 0.47 0.18 0.1 0.35 0.09
23.55 terpinen-4-ol 1173 | 1177 0.18 0.18 0.68 0.2 0.14 0.4 0.15
25.00 estragol 1193 | 1192 1.24 0.67 | 021 | 0.08 | 0.06 | 0.18 | 0.05
30.73 anetol 1280 | 1284 0.18 0.17 | 0.17 | 0.06 | 0.04 0.1 0.04
33.51 ester metylowy kwasu dekanowego 1322 | 1323 0.64 0.39 094 | 0.35 0.31 0.67 0.33
35.37 eugenol 1352 | 1359 0.28 0.25 | 0.24 0.1 0.07 | 0.19 0.1
37.21 kwas dekanowy 1380 | 1372 9.52 4.92 0.55 0.27 0.25 0.44 0.31
39.06 (Z) kariofilen 1408 | 1408 0.2 0.1 0.3 0.14 0.11 0.18 0.15
41.74 E-beta farnezen 1454 | 1456 5.27 6.9 2.75 5.48 4.83 3.73 5.07
42.31 ZW. nieoznaczony 1463 0.3 0.24 0.35 0.13 0.11 0.22 0.15
42.85 dauca-5,8-dien 1471 | 1472 0.26 0.02 | 023 | 013 | 0.08 | 0.16 0.1
43.14 Zw. nieoznaczony 1476 0.24 0.29 9.84 8.13 476 | 10.21 | 4.44
43.66 germakren D 1484 | 1484 0.41 0.34 0.36 0.14 0.18 0.16 0.14
43.81 cadina-4,9-dien 1486 | 1484 0.35 0.28 0.38 0.31 0.21 0.37 0.17
4491 germakren A 1504 | 1509 1.42 0.85 0.25 0.18 0.12 0.23 0.13
45.80 izoszybunon 1520 | 1518 0.95 0.52 0.4 0.18 0.16 0.25 0.14
48.50 spathulenol 1567 | 1567 5.42 3.2 0.4 0.27 0.19 0.36 0.14
50.08 ZW. nieoznaczony 1593 1.92 1.04 1.09 0.62 0.49 0.85 0.56
50.80 Zw. nieoznaczony 1608 0.76 1.05 | 065 | 041 | 0.28 | 046 | 0.35
51.38 epoksyd cedrenu B 1622 | 1622 0.68 0.5 0.5 0.8 057 | 1.09 | 0.64
52.12 tau-kadinol 1640 | 1638 2.03 1.05 | 098 | 3.25 2.9 311 | 3.08
52.94 tlenek bisabololu B 1660 | 1660 | 14.42 12,98 | 13.77 | 11.28 | 10.41 | 10.92 | 12.2
53.07 Zw. nieoznaczony 1663 1.42 1.22 1.23 0.9 1 0.96 1.32

53.92 tlenek alfa.-bisabolonu A 1683 | 1683 9.07 11.9 13.8 9.69 | 1188 | 114 | 10.49
53.98 Zw. nieoznaczony 1685 1.07 08 | 157 | 1.06 | 13 | 1.02 | 077
54.05 zw. nieoznaczony 1686 1.44 15 | 176 | 0.84 | 0.77 | 066 | 0.93
55.01 chamazulen 1731|1730 2.13 15 0.64 1.59 1.67 1.12 1.44

55.50 tlenek bisabololu A 174411748 | 32.16 4481 | 46.26 | 51.13 | 54.58 | 44.94 | 53.61
Zawartos¢ EO (%) 0,52 0,45 0,47 0,43 0,50 0,47 0,40

RI lit. - literaturowy indeks retencji (baza NIST20, NISTWebbook -
https://webbook.nist.qov/); Rl exp. - indeks retencji wyznaczony eksperymentalnie wzgledem
n-alkanoéw: * - wzgledem detektora MS

Gloéwnymi sktadnikami uzyskanego olejku z ktaczy (Acorus calamus) sg zwigzki tj.
akorenon, [-azaron, dehydroksyizokalamendiol, epishyobunon oraz kamfora (Tabela 10).

Opublikowane wczesniej wyniki potwierdzaja, ze dominujacymi lotnymi sktadnikami tego

218,219 W

olejku sa seskwiterpenowe tlenowe pochodne. przeciwienstwie do pozostatych
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przedstawionych wczesniej wynikow, olejek eteryczny z klaczy tataraku wykazuje zmienno$¢

sktadu w zaleznosci od stezenia ozonu. Pod wptywem ozonu degradacji ulegaja najwazniejsze

sktadniki tj. dehydroksyizokalamendiol, akorenon oraz 3-azaron,

Tabela 10. Profil chemiczny (%*) olejkow eterycznych otrzymanych z destylacji (Acorus

calamus)
RT 10 10 50 50 100 100
Ri Ri mg/m® | mg/m® | mg/m® | mg/m® | mg/m® | mg/m?®
min] Nazwa — © o i KOOl =T e T30 | 60 | 30 | 60
min min min min min min
6.73 a-pinen 940 | 939 1.01 0.4 0.52 0.39 0.44 0.53 1.28
7.14 kamfen 955 | 955 6.72 2.82 4.09 2.81 3.42 3.84| 10.29
7.86 sabinen 979 | 976 0.07 0.01 0.03 0.03 0.03 0.04 0.06
7.96 B-pinen 982 | 980 0.15| 0.07| 009| 008| 0.09| 008| 012
9.59 limonen 1035 | 1029 0.18 01| 014| 011 0.14| 0.14 0.16
11.94 linalool 1102 | 1100 0.9 1.44 1.69 1.25 1.61 1.48 2.81
13.41 kamfora 1149 | 1146 41| 487| 746| 435| 727| 592| 17.91
14.61 terpinen-4-ol | 1183 | 1177 0.15 0.25 0.36 0.23 0.32 0.29 0.37
15.08 oa-terpneol | 1192 | 1188 011| 014| 025| 016| 0.23| 018| 042
ZW.
15.61 nieoznaczony 1211 0.15 0.3 0.38 0.28 0.38 0.36 0.46
octan
18.22 izobornylu 1289 | 1285 0.21 0.2 034| 024 0.4 0.23 0.68
22.43 f-cedren 1420 | 1420 0.36 0.28 0.3 0.17 0.32 0.28 0.73
22.57 arystolena 1424 | 1423 0.46 0.48 0.52 0.35 0.49 0.49 0.93
22.99 B-gurjunen | 1438 | 1435 051| 048| 061| 045| 057| 051| 167
24.83 epishyobunon | 1497 | 1483 182| 207| 287| 226| 234| 229| 291
ZW.
24.93 nieoznaczony 1499 0.51 0.59 0.62 0.44 0.49 0.54 0.64
25.45 shybunon | 1518 | 1506 9.09| 11.38| 1457| 10.72| 1257 | 1154 | 16.48
25.92 o- kalakoren | 1535 | 1532 1.78 1.4 1.85 2.63 2.39 2.48 1.91
26.33 b- kalakoren | 1549 | 1543 1.2 0.56 1.73 0.67 1.22 0.92 1.76
27.35 spathulenol | 1583 | 1578 233| 171| 1.96| 164| 1.88| 154| 151
tlenek
27.50 kariofilenu 1588 | 1582 0.66 0.53 171 0.42 1.76 0.97 1.36
dehydroksy-
28.15 izokalamendiol 1610 | 1593 10.9| 10.96 2.09 481 2.14 5.18 1.45
28.52 B-azaron 1624 | 1630 15.34 | 15.29| 13.17| 15.24| 13.42| 14.55 7.47
ZW.
29.27 nieoznaczony 1756 2.11 4.11 5.68 5.01 4.64 4.82 4.14
29.52 a-kadinol 1660 | 1654 1.79 1.2 24 23 1.95 1.76 1.06
ZW.
3017 nieoznaczony 1810 3.5 2.63 1.79 3.6 2.02 2.78 0.83
ZW.
30.28 nieoznaczony 1817 3.16 3.59 3.41 3.42 3.21 3.61 1.79
30.47 akorenon 1694 | 1686 20.89 | 19.65| 1854 | 19.67 | 19.13| 19.12| 13.44
ZW.
31.96 nieoznaczony 1918 5.44 6.32 6.94 8.77 8.5 7.31 4.09
ZW.
3313 nieoznaczony 1988 2.63 3.04 157 3.53 2.63 2.53 0.17
ZW.
33.49 nieoznaczony 2009 1.78 3.13 2.29 3.98 3.99 3.69 1.12
Zawarto$¢ EO (%) 1,40 1,32 1,35 1,34 1,28 1,24 1,20

RI lit. - literaturowy indeks retencji (baza NIST20, NISTWebbook -
https://webbook.nist.gov/); Rl exp. - indeks retencji wyznaczony eksperymentalnie wzgledem

n-alkanow: * - wzgledem detektora MS
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Zmiana profilu skladnikéw lotnych jest szczegdlnie dobrze zauwazalna podczas poréwnania
chromatogramow olejkéw eterycznych tataraku przed ozonowaniem oraz przy ekspozycji
w niskim stezeniu ozonu 10mg/m?3, jak réwniez 100mg/m?, w czasie odpowiednio 30 i 60 min.
(Rysunek 21). W kazdym z zastosowanych wariantow ozonowania zauwazono spadek ilo§ciowy
frakcji lotnych. Najwicksze ubytki byly obserwowane dla wariantu 100 mg/m? dla 60 minut,
gdzie wartosci te spadty z 1,4 do niemal 1,2 %. Najnizsze ubytki zauwazone byty dla 10 mg/m®
przy 60 minutach procesu. Zauwazono tez korelacj¢ ubytku akorenonu z dawka i czasem procesu
ozonowania. Mozna tu stwierdzi¢, ze wariant 100 mg / m® jest najbardziej destruktywny dla

zwigzkdéw lotnych i nie powinien by¢ stosowany.

D:\ozonowanie olejkéw\tatarak\TK_powt 2022-07-25.SMS - Injection 1, Unknown MS-+, TIC

Retention time (min>

D:\ozonowanie olejkéw\tatarak\T-10-30_powt 2022-07-25.SMS - Injection 1, Unknown MS-+, TIC

nnnnnnnnnnnnnnnnnn

D:\ozonowanie olejkéw\tatarak\T-100-60_powt 2022-07-25.SMS - Injection 1, Unknown MS-+, TIC

Retention time (min3

Rysunek 21. Chromatogramy ozonowania tataraku: a) Proba kontrolna, b) Proba 10/30 min.
¢) proba 100/60 min.
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Podsumowujac powyzsze informacje, mozna wysung¢ wniosek, ze najbardziej wrazliwe na
degradacje pod wplywem ozonu sag skladniki olejkow nalezace do grupy seskwiterpenow.
Dlatego olejki z wrotyczu, kopru i rumianku nie r6znity si¢ znacznie sktadem. Z kolei olejek
tatarakowy, zwierajacy w swoim skladzie w duzo zwigzkow z tej grupy byt wrazliwy na dziatanie

0zonu.

6.3. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej metoda DPPH

W testach in vitro oznaczania aktywnos$ci przeciwutleniajacej wykorzystuje si¢ zdolnos¢
antyoksydantow do usuwania wolnych rodnikéw. Obie metody (ABTS oraz DPPH) polegaja na
niszczeniu stabilnych wolnych rodnikow. Test DPPH daje informacje o najbardziej reaktywnych
sktadnikach, a test ABTS o skfadnikach o wartosciach posrednich. Oba testy sa metodami
uzupehiajgcymi sie.

Metoda DPPH jest spektrofotometryczng metodg oznaczania zdolnos$ci przeciwutleniaczy
do neutralizacji fioletowego rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (2,2’-diphenylo-1-picryl-
hydrazyl oznaczanego jako DPPH. Rodnik DPPH umieszczony w roztworze alkoholowym
przyjmuje barwe purpurowa wykazujaca maksimum absorbancji przy fali o dlugosci 515 nm.
Dodanie antyoksydantow do roztworu z DPPH powoduje zmian¢ barwy roztworu na zotta, co
spowodowane jest reakcja polegajaca na wychwycie elektronéw antyoksydantow. Zmiane barwy
mierzy si¢ obiektywnie metodg spektrofotmetryczng (Rysunek 22). Procedura pomiaru jest
prosta i polega na przygotowaniu serii roztworow badanej substancji z alkoholowym roztworem
DPPH. Tak przygotowane probki inkubuje si¢ w stalej temperaturze 25°C bez dostepu $wiatla.
Po uplywie wyznaczonego czasu przeprowadza si¢ pomiary absorbancji przy dtugosci fali 517

nm i poréwnuje z probka kontrolna.

Rysunek 22. Zdjgcie przyktadowej ptytki oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej metoda

DPPH
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Znaczne rdéznice w poziomie zmiatania wolnych rodnikéw DPPH przez ekstrakty otrzymane
z ro$lin uprawnych poddanych procesowi ozonowania sg tematem wielu prac naukowych.
Niestety tylko w kilku z nich skupiono si¢ na zbadaniu tej aktywnos$ci w roslinach suszonych lub
tez przechowywanych do celéow konsumpcyjnych. Wyniki przedstawione przez naukowcoéOw
wskazuja, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajgca zmienia si¢ w zalezno$ci od sposobu ozonowania,
czasu ozonowania, czasu przechowywania oraz rodzaju materiatu roslinnego. Opublikowane
przez nich wyniki wskazujg na potrzebe prowadzenia dalszych prac, ktore umozliwityby
poznanie mechanizmow zachodzacych w komorkach roslin podczas procesow higienizacji.

Pierwszym polarnym ekstraktem, ocenionym pod katem aktywnos$ci przeciwutleniajgcej byt
otrzymany w procesie maceracji kwiatostandbw rumianku. Poréwnujac wyniki mozemy
zauwazy¢, ze w wariancie ozonowania 10mg/m?® w czasie 60 min. oraz 50 mg/m?® przez 30 min.
obserwowano nieznacznie wyzsze wartosci ECso . Natomiast probki poddane ozonowaniu przy
wyzszych stezeniach ozonu charakteryzowatly sie lepsza zdolnoscig wychwytywania wolnych

rodnikow niz probka kontrolna (Tabela 11).

Tabela 11. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej ekstraktu z rumianku (Matricaria

chamomilla) metoda DPPH

Wariant ozonowania | ECso [pg/ml]
kontrola 51.25+8.8
10/30 50.814+2.3
10/60 59.33+4 .4
50/30 56.47+2.2
50/60 48.69+4.9
100/30 33.95+2.8
100/60 26.25+3.6

Probki ziela wrotyczu pospolitego poddane ozonowaniu charakteryzowaty si¢ podobnym
profilem wartosci ECsg co probki ozonowanych koszyczkoéw rumianku. Rowniez w tym
przypadku obserwowano spadek zdolnosci zmiatania wolnych rodnikow dla wariantow
10 mg/m?® przez 60 min. oraz 50 mg/m® przez 30 min. Jednakze probka poddana ozonowaniu
w najlagodniejszych warunkach charakteryzowala si¢ nizszg wartoscia EC so niz probka

kontrolna (Tabela 12).
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Tabela 12. Oznaczenie aktywno$ci przeciwutleniajgcej ekstraktu z wrotyczu pospolitego
(Tanacetum vulgare) metoda DPPH.

Wariant ozonowania | ECsp [pg/ml]
kontrola 50.49+6.9
10/30 38.75+2.7
10/60 63.84+4.2
50/30 56.67+7.6
50/60 47.06+2.4
100/30 26.31£1.7
100/60 18.67+2.5

Poréwnujac wykresy aktywnosci przeciwutleniajacych metoda DPPH dla rumianku
pospolitego oraz wrotyczu pospolitego zauwazamy, ze maja one bardzo podobne linie trendu.
Przy niskich wartosciach natgzenia ozonu ekstrakty wykazywaty nizsza aktywnos$¢ zmiatania
wolnych rodnikéw. Lepsza aktywno$¢ wykazywaly ekstrakty przy zastosowaniu nat¢zenia
100mg/ m3® (Rysunek 23 i 24).

Aktywnosé przeciwutleniajgca DPPH

kontrola 10mg/m3 50mg/m3 100mg/m3

=) ~
o o

%]
o

ECso [pg/ml]
= M w =
(=] (=] (=] =

o

m30min. m60min.

Rysunek 23. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktu z rumianku (Matricaria
chamomilla) metoda DPPH
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Aktywnos¢ przeciwutleniajgca DPPH

70

60

50
40
30
20
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0

kontrola 10mg/m3 50mg/m3 100mg/m3

ECso [pg/ml]

H 30 min. 60 min.

Rysunek 24. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej ekstraktu z wrotyczu pospolitego
(Tanacetum vulgare) metoda DPPH

W tescie aktywnosci przeciwutleniajacej DPPH ekstraktow z kopru wloskiego zauwazalne
sa wigksze roznice w zdolnosci zmiatania wolnych rodnikow. Najwyzsza wartoscia ECso

charakteryzowat si¢ wariant ozonowania 10 mg/m?® przez 30 min. (Tabela 13).

Tabela 13. Oznaczenie aktywno$ci przeciwutleniajgcej ekstraktu z kopru wloskiego
(Foeniculum vulgare) metoda DPPH

Wariant ozonowania | ECso [pg/ml]
kontrola 93.36+5.3
10/30 123.05+2.1
10/60 92.59+9.9
50/30 100.4943.0
50/60 107.93+13.3
100/30 95.29+6.8
100/60 109.37+2.6

Owoce kopru poddane procesowi ozonowania zachowujg zdolno$¢ zmiatania wolnych
rodnikow na podobnym poziomie jak probka kontrolna (Rysunek 25). Wyniki te sg zbiezne
z wynikami otrzymanymi przez Brodowska i wsp.!’ gdzie ozonowaniu poddawane byty owoce
jatowca. Dla poréwnania przedstawiono wykres aktywnosci przeciwutleniajacej na podstawie
zamieszonych w publikacji danych (Rysunek 26).

70



Aktywnos¢ przeciwutleniajgca DPPH
140

120

100
8
6
4
2
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m30min. m60min.

Rysunek 25. Oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej ekstraktu z kopru wtoskiego
(Foeniculum vulgare) metoda DPPH

kontrola 100mg/m3 130mg/m3 160mg/m3
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ECso [ng/ml]
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o

m30min. m60min.

Rysunek 26. Oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajgcej ekstraktu z nasion jalowca
(Juniperus communis L.) metodg DPPH.Y’

Krotkie czasy ekspozycji na ozon nie wplywaly negatywnie na wlasciwos$ci

przeciwutleniajace  ekstraktéw metanolowo-wodnych tataraku. Wartosci ECso oscylowaly

w granicach od 150.89 do 193.28 ug/ml (Tabela 14, Rysunek 27).
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Tabela 14. Oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajgcej ekstraktu z tataraku zwyczajnego
(Acorus calamus L.) metodg DPPH.

Wariant ozonowania | ECso [pug/ml]
kontrola 194.33+13.6
10/30 150.89+13.2
10/60 215.33+20.8
50/30 193.28421.0
50/60 177.72£17.9
100/30 156.27+9.3
100/60 226.33+10.8

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca DPPH

250

200

0 I II II II

kontrola 10mg/m3 50mg/m3 100mg/m3

15

o

ECso [ng/ml]
g

5

o

m30min. m60min.

Rysunek 27. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktu z tataraku zwyczajnego
(Acorus calamus) metodag DPPH.

6.4. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej metoda ABTS

Test ABTS jest w zalozeniu podobny do testu DPPH, gdyz oba testy to testy oparte na
mechanizmie przeniesienia pojedynczego elektronu. ABTS jest to metoda spektrofotometryczna
prowadzona in vitro stuzaca do oznaczania zdolno$ci przeciwutleniaczy do neutralizacji
niebieskiego kationorodnika powstajacego z soli diamonowe;j 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-
6-sulfonianu (ABTS) pod wplywem dziatania nadsiarczanu sodu. Rezultatem tej reakcji jest
spadek absorbancji roztworu (Rysunek 28). Pomiar spektrofotometryczny prowadzi si¢ przy fali
734 nm o dhugosci.
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Rysunek 28. Zdjecie przyktadowej ptytki oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej metoda
ABTS.
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Rysunek 29. Przyktadowa krzywa zalezno$ci % inhibicji ABTS od ilosci ekstraktu
Aktywno$ci przeciwutleniajaca na podstawie metody ABTS ekstraktu metanolowo-
wodnego rumianku pospolitego zmienia si¢ pod wplywem ekspozycji na ozon (Tabela 15). Na

zdolno$¢ do zmiatania wolnych rodnikéw wptywa nie tylko Stg¢zenie ozonu ale rowniez czas

w jakim wykonywany byt eksperyment.
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Tabela 15. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej ekstraktu z rumianku (Matricaria

chamomilla L.) metodg ABTS.

Wariant ozonowania

ECso [ng/ml]

kontrola

101.67+6.1

10/30

76.13+6.9

10/60

91.2548.2

50/30

135.85+7.6

50/60

107.80+5.3

100/30

154.234+7.0

100/60

126.00+7.0

Analizujagc wykres przedstawiony na Rysunku 30 zauwazamy, ze najwigksze zmiany

obserwowane sa dla probek ozonowanych przez 30 minut zaréwno dla stezenia ozonu 50 jak 100

mg/m?.

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca metoda ABTS
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Rysunek 30. Oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej ekstraktu z rumianku (Matricaria

chamomilla) metoda ABTS

Ekstrakty otrzymane z wrotyczu pospolitego wykazujg w tej metodzie zupelnie inny

trend. Dla ekspozycji 60 minut wartosci ECsp ozonowanych zi6t pozostawatl na stabilnym

poziomie i oscylowaly w granicach 32.17 do 39.47 png/ml dla 60 minutowej eskpozycji oraz

45.69 do 52.70 pg/ml dla 30 minutowej (Tabela 16, Rysunek 31).
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Tabela 16. Oznaczenie aktywno$ci przeciwutleniajacej ekstraktu z wrotyczu pospolitego

(Tanacetum vulgare L.) metoda ABTS

Wariant ozonowania | ECsg [pg/ml]
kontrola 59.02+4.8
10/30 47.71+£0.6
10/60 35.3243.9
50/30 52.70+6.9
50/60 39.47+4.1
100/30 45.69+1.6
100/60 32.17+0.8

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca metoda ABTS

ECso [ng/ml]
[ R ¥ T Y T« AR
[en] [en] [an] [e=] [an] [an] [en]

o

kontrola 10mg/m3

50mg/m3

m30min. m60min.

100mg/m3

Rysunek 31. Oznaczenie aktywno$ci przeciwutleniajacej ekstraktu z wrotyczu pospolitego

(Tanacetum vulgare) metodg ABTS.

Pomiar aktywnosci przeciwutleniajacej metoda ABTS wykazal znaczace rdznice migdzy

warto$ciami ECso ekstraktu kontrolnego z kopru wloskiego a ekstraktami otrzymanymi po

ozonowaniu (Tabela 17, Rysunek 32). Wszystkie probki poddane ozonowaniu charakteryzowaty

si¢ lepszymi zdolno$ciami w zmiataniu wolnych rodnikéw niz probka nie poddana ozonowaniu.
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Tabela 17. Oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej ekstraktu z kopru wioskiego -
(Foeniculum vulgare)metoda ABTS.

Wariant ozonowania | ECso [pg/ml]
kontrola 57.36+5.7
10/30 30.86+2.3
10/60 19.95+3.2
50/30 29.9443.0
50/60 18.61+1.4
100/30 14.85+0.6
100/60 18.94+1.1

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca metodg ABTS
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Rysunek 32. Oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajgcej ekstraktu z kopru wloskiego
(Foeniculum vulgare) metoda ABTS

Wyniki eksperymentu wykazaly negatywny wptyw duzych dawek ozonu na wlasciwosci
przeciwutleniajace klaczy tataraku. Zaréwno przy ekspozycji przez 30 min. jak 60 min. warto$¢
ECso obu ekstraktow znaczgco wzrosta (Tabela 18, Rysunek 33). Prawdopodobnie zwigzane jest
to z degradacja zwigzkow a szczegdlnie z rozpadem wigzan podwojnych w czasteczkach
zwigzkow naturalnych. Rowniez w metodzie z DPPH obserwowane jest w tych natezeniach

ozonu, znacznie zmniejszenie aktywnos$ci przeciwutleniajace;.
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Tabela 18. Oznaczenie aktywnos$ci przeciwutleniajgcej ekstraktu z tataraku zwyczajnego
(Acorus calamus L.) metodg ABTS.

Wariant ozonowania | ECso [pg/ml]
kontrola 175.27+5.3
10/30 196.78+5.1
10/60 122.4+11.6
50/30 133.00£17.3
50/60 125.61+£25.7
100/30 212.44+15.9
100/60 293.24+34.2

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca metoda ABTS
350
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Rysunek 33. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktu z tataraku zwyczajnego
(Acorus calamus) metoda ABTS.

6.5. Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogolem

Zwiazki fenolowe to zwigzki biologicznie aktywnie powszechnie wystepujace w roslinach.
Naleza do metabolitow wtdrnych i sg bardzo zré6znicowane pod wzglegdem budowy chemiczne;j,
wlasciwosci biologicznych i fizycznych. Wystepuja we wszystkich czgsciach roslin zaréwno
tych nadziemnych jak i podziemnych. Odgrywajg istotna rol¢ w procesach biochemicznych
roélin a takze ksztattuja cechy sensoryczne roslin uprawnych.??® Wykazuja duza aktywno$é
przeciwutleniajaca i przeciwwolnorodnikowa dlatego ich ilo§¢ moze by¢ $ciste skorelowana
z wlasciwosciami przeciwutleniajgcymi roslin 1 otrzymanych z nich produktow.

Zawartos¢ zwigzkow fenolowych ogdotem w poszczegolnych ekstraktach prezentujg Tabele
19-22 i Rysunki 34-37.
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Tabela 19. Oznaczenie zawartosci zwigzkow fenolowych ogdtem w ekstrakcie z rumianku

pospolitym (Matricaria chamomilla).

Wariant ozonowania Zawarto$¢ fenoli w przeliczeniu na kwas galusowy
[mg GA/g s.m.]

kontrola 66.7+2.1

10/30 81.8+4.5

10/60 64.8 £1.6

50/30 49.2+3.8

50/60 63.9+5.7

100/30 48.1+2.3

100/60 45.1+3.7

Zawartosc zwigzkéw fenolowych ogdtem

60

50

E 30
wv

20

10

0

kontrola 10mg/m3 50mg/m3 100mg/m3

Zawartosc zw. fenolowych w
przeliczeniu na kwas galusowy [mg GA/g
=Y
(=]

H30min m60min

Rysunek 34. Oznaczenie zawartosci zwigzkow fenolowych ogétem w ekstrakcie z rumianku

pospolitego (Matricaria chamomilla L.).

Tabela 20. Oznaczenie zawartoéci zwigzkéw fenolowych ogotem w ekstrakcie z wrotyczu

pospolitego (Tanacetum vulgare).

Wariant ozonowania Zawarto$¢ polifenoli w przeliczeniu na kwas
galusowy
[mg GA/g s.m.]

kontrola 35.8+1.97

10/30 56.13+2.31

10/60 43.74+4.29

50/30 44.65+4.30

50/60 36.8+3.52

100/30 41.2+1.98

100/60 55.7+3.84
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Zawartosc zwiazkow fenolowych ogotem
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10mg/m3 50mg/m3 100mg/m3

m30min m60min

Rysunek 35. Oznaczenie zawartosci zwigzkow fenolowych ogdtem w ekstrakcie z wrotyczu

pospolitym (Tanacetum vulgare L.).

Tabela 21. Oznaczenie zawartosci zwigzkéw fenolowych ogotem w ekstrakcie z kopru wtoskiego

(Foeniculum vulgare ).

Wariant ozonowania | Zawartos¢ fenoli w przeliczeniu na kwas galusowy
[mg GA/g s.m.]
kontrola 72.3+1.41
10/30 80.6+3.03
10/60 87.7+3.28
50/30 82.8+0.60
50/60 62.6+1.58
100/30 85.7+4.10
100/60 64.0+£1.71

Zawartosc¢ zwiazkéw fenolowych ogétem

100
90

s.m.]
o o o o O

Zawartosc zw. fenolowych w
(=]

przeliczeniu na kwas galusowy [mg GA/g

Rysunek 36. Oznaczenie zawarto$ci zwigzkoéw fenolowych ogotem w ekstrakcie z kopru
wloskiego (Foeniculum vulgare).
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kontrola 10mg/m3 50mg/m3 100mg/m3

m30min. m60min
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Tabela 22. Oznaczenie zawartosci zwiazkow fenolowych ogotem w ekstrakcie z tataraku

zwyczajnego (Acorus calamus).

Wariant ozonowania Zawartos$¢ fenoli w przeliczeniu na kwas galusowy
[mg GA/g s.m.]

kontrola 51.2+0.65

10/30 51.1+£0.92

10/60 45.5+1.69

50/30 37.14+0.86

50/60 50.3+1.07

100/30 32.7+1.71

100/60 42.54+1.5

Zawartosc zwiazkdw fenolowych ogétem

60

Zawartos¢ zwiazkéw fenolowych w
przeliczeniu na kwas galusowy [mg

kontrola

50

40

E: 30
wv

20 20
<C
O

10

0

10mg/m3 50mg/m3 100mg/m3

B 30 min 60 min.

Rysunek 37. Oznaczenie zawarto$ci zwigzkow fenolowych ogotem w ekstrakcie z tataraku

zwyczajnego (Acorus calamus)

Podsumowujac mozemy stwierdzié, ze zastosowanie duzych stezen ozonu na badane ziota

umiarkowanie wplyneta na mozliwg degradacje zwiazkoéw fenolowych. Przy nizszych st¢zeniach

ozonu obserwowano w ekstraktach z rumianku pospolitego, wrotyczu pospolitego i kopru

wloskiego wigksza zawarto$¢ oznaczanych fenoli. Podobne wyniki obserwowali réwniez inni

badacze. W badaniach przeprowadzonych przez Brodowska i wsp.l” obserwowano wzrost

zawarto$ci zwigzkow fenolowych w probkach poddanych ozonowaniu w poréwnaniu do probki

kontrolnej. Catkowita zawarto$¢ fenoli byta okoto 2-krotnie wyzsza w probee 100/30 (15,47 mg

CE/g ekstraktu) niz w prébie kontrolnej (9,81 mg CE/g ekstraktu). Natomiast dla probki 130/30

warto$¢ ta wynosita 12,91 mg CE/g ekstraktu.
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6.6. Oznaczenie zwigzkéw fenolowych za pomoca LC MS

Wykonano dodatkowo profilowanie celowane wybranych zwigzkéw technikg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas. Z dostepnego
pakietu wzorcow wyizolowano czasteczki o budowie kwasdéw fenolowych i ich pochodnych jak
rowniez flawonoidow. Ze wzgledu na brak dostepnych wzorcéw znakowanych izotopowo,
zdecydowano si¢ na wykonanie wzglednych, do prob nicozonowanych, analiz porownawczych.
Jako warto$¢ referencyjng przyjeto pole powierzchni sygnatow pochodzacych z ekstraktow ziot,
niepoddanych ozonowaniu. Dla wrotyczu, zidentyfikowano kwas chlorogenowy, kwercetyne
kemferol oraz fisetyng. Zaobserwowano zmiany wzglednych zawartoSci w obrgbie
zastosowanych wariantow. Otrzymane wyniki wskazuja nieznaczny spadek poziomu kemferolu

w wariancie 60 minut procesu ozonowania (Tabela 23).

Tabela 23. Zmiany zawartosci wybranych zwigzkéw fenolowych w wrotyczu pospolitym. Za
100 % przyjeto zawartos¢ w probkach ,,Kontrola”

Zwiazek | Wariant ozonowania
10/30 50/30 100/30 10/60 50/60 100/60
Kwas 108,2 94,3 115,9 102,9 112,6 118,6
chlorogenowy
Kwertycyna 127,3 111,2 90,8 112,6 104,6 106,7
Kemferol 103,2 112,8 103,2 90,6 88,3 88,9
Fisetyna 97,5 101,0 102,4 83,5 87,6 106,1

W prébkach kopru wloskiego zidentyfikowano jedynie kwas chlorogenowy. Ozonowanie

przy najwyzszym stezeniu, 100 mg/m?® powodowato niemal 20% degradacje czasteczek kwasu

(Tabela 24).

Tabela 24. Zmiany zawarto$ci wybranych zwigzkéw fenolowych w koprze wioskim. Za 100 %

przyjeto zawartoS¢ w probkach ,,Kontrola”

Zwiazek | Wariant ozonowania
10/30 50/30 100/30 10/60 50/60 100/60
Kw. 105,3 105,6 83,5 102.1 105 82,4
chlorogenowy

Dla probek rumianku zidentyfikowano siedem zwiazkdéw o charakterze fenolowym.
Najwieksze spadki zaobserwowano dla kw. 3-metoksyhydrocynamonowego i chlorogenowego,

przy najdtuzszych ekspozycjach (Tabela 25).
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Tabela 25. Zmiany zawartosci wybranych zwigzkow fenolowych w rumianku pospolitym. Za

100 % przyjeto zawartos¢ w probkach ,,Kontrola”

Zwiazek Wariant ozonowania

10/30 50/30 100/30 10/60 50/60 100/60
Kw. ferulowy 106,06 107,75 116,16 102,03 115,13 114,95
Kw. kofeinowy 92,60 92,38 115,04 82,14 96,98 103,40
Kw. chlorogenowy 97,77 89,92 80,37 94,74 91,96 84,84
Kw. 3- [ 110,16 97,15 99,18 91,29 84,07 85,43
metoksyhydrocynamonowy
Kw. dihydrokawowy 99,34 96,23 107,96 95,20 93,78 105,2
Al. konoferylowy 108,90 105,96 118,55 109,38 107,83 92,41
Kw. a-metylocynamonowy 86,57 80,54 105,56 105,30 113,00 91,62

Dla ktgczy tataraku oznaczono trzy zwigzki z grupy zwigzkow fenolowych. Ozonowanie
spowodowato niewielkg degradacje kwasu chlorogenowego przy najdluzszym czasie ekspozycji.
Niewielkie wahania zawartosci alkoholu koniferylowego moga wynika¢ z przemian

chemicznych potencjalnych prekursoréw (Tabela 26).

Tabela 26. Zmiany zawarto$ci wybranych zwigzkow fenolowych w tataraku Za 100 % przyjeto
zawartos¢ w probkach ,,Kontrola”

Zwigzek Wariant ozonowania
10/30 50/30 100/30 10/60 50/60 100/60
Kw. chlorogenowy | 94,3 103 94,5 98,6 92,9 89,6
Ester  dimetylowy | 89,6 84,3 106,8 93,6 83,6 97,3

kwasu kawowego

Al. koniferylowy 96,3 113,6 1121 110,2 106,3 105,3

6.7. Ozonowanie probek przemystowych

Ostatnim etapem pracy doktorskiej bylo poddanie procesowi ozonowania gotowych
mieszanek ziotowo — witaminowych, wprowadzonych na rynek konsumencki w roku 2017.
Mieszanki te produkowane i dystrybuowane sg przez firm¢ Wedes Concept Piotr Rejda. Obecnie
dostgpnych jest 13 receptur, w niniejszej pracy prezentowane s3 wyniki z badan
mikrobiologicznych dla trzech mieszanek.

Proces pracy nad gotowym proszkiem stanowigcym zawarto$¢ zelatynowej kapsuiki firmy
Wedes Concept Piotr Rejda obejmowat cykl ozonowania wedtug schematu zastosowanego dla
pojedynczych surowcdw, jednak po przeanalizowaniu wynikéw badan dla pierwotnie badanych

surowcOw uznano, ze zastosowanie dawki 10mg/m3 nie przynosi oczekiwanych rezultatow
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dekontaminacyjnych wiec ja pomini¢to. Nowy schemat takze zaktadatl trzy powtdérzenia, jednak
tylko dla stezenia ozonu 50mg/m®i 100mg/m?® oraz dwoch przedziatach czasowych 30 oraz 60
minut. Nastepnie przeprowadzono badanie mikrobiologiczne dla wszystkich probek poddanych
ozonowaniu, z uwzglednieniem proby kontrolnej (mieszanka ziolowo-witaminowa nie
0zonowana).

Mikrobiologiczna jako$¢ suplementow diety byla oceniana na podstawie wynikow
przeprowadzanych badan czysto$ci drobnoustrojowej. Badania przeprowadzono zgodnie
z wytycznymi Farmakopei. Kryteria akceptacji zostaty oparte na ogélnej liczbie drobnoustrojow
tlenowych (TAMC), ogélnej liczbie grzybow drozdzopodobnych i plesniowych (TYMC) oraz
ogolnej liczbie bakterii Gram-ujemnych nalezacych do rzgdu Enterobacterales (E). Najbardziej
skontaminowana wyjsciowo okazata si¢ mieszanka ziolowo-witaminowa ze wskazaniem do
stosowania wspomagajaco prace watroby i1 uktadu trawiennego. Dla tego preparatu najlepszym
okazat sie czas ozonowania 60 min przy stezeniu Oz = 50 mg/m3, biorac pod uwage catkowity
ilo§¢ drobnoustrojow. Zaobserwowano reedukacje drobnoustrojow z 2,35x10° CFU/g do
3,33x102 -7x10°CFU/g. Zmniejszenie ilosci drobnoustrojow o 2-3 rzedy jest wynikiem
zadowalajacym, gwarantujacymjakos$¢ i skutecznos$¢ dziatania preparatu.

Z kolei dla mieszanki ziolowo-witaminowej stosowanej w schorzeniach zwigzanych
z uktadem krwiono$nym najlepsze efekty uzyskano dla czasu 30 min i O3 wynoszacym 100
mg/m3. W warunkach tych poziom wszystkich drobnoustrojow z iloéci 5,5x10* CFU/g zostat
zredukowany do ilosci 5x10° -3,3x10* CFU/g. W tym przypadku zaobserwowano juz mniejsze
dziatanie ozonu, niz w przypadku 1 mieszaniny, jednak reedukacja drobnoustrojow o 1 rzad jest
wynikiem rownie zadowalajgcym.

Natomiast dla mieszanki ziolowo-witaminowej wspomagajacej uktad odpornosciowy
ozonowanie nie bylo konieczne, gdyz preparat wyjsciowo nie byl skontaminowany

drobnoustrojami. Wyniki badan przedstawiaja Tabele 27, 28, 29.
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Tabela 27. Zestawienie wynikow z oznaczenia czystosci mikrobiologicznej probki pochodzacej
z gotowej mieszanki ziotowo — witaminowej ze wskazaniem do stosowania w problemach z
watrobg i uktadem trawiennym.

Stezenie
TAMC | K [CFUT] Os 31| Ilo$¢ po 30 min [CFU/mI] | Ilo$¢ po 60 min [CFU/ml]
[mg/m°]
I I i I I i
50 NB NB NB 0,00E+00| 7,00E+03 |3,33E+02
2,35E+05
100 3,40E+04 | 6,70E+04 |1,30E+05 NB NB NB
K Stezenie
TYMC O3 Io$¢ po 30 min [CFU/mI] | Tlo$é¢ po 60 min [CFU/ml]
[CFU/mI] 3
[mg/m°]
| 1 11 | 1 11
9,00E+03 50 NB NB NB 1,07E+04 | 5,00E+02 |1,00E+03
100 6,67E+02 | 5,00E+02 |5,00E+02 NB NB NB
K Stezenie
E O3 Io$¢ po 30 min [CFU/mI] | Ilo$¢ po 60 min [CFU/ml]
[CFU/mI] 3
[mg/m°]
I 1 i I I i
0,00E+00 50 NB NB NB 0,00E+00 | 0,00E+00 |0,00E+00
100 0,00E+00 | 0,00E+00 |0,00E+00 NB NB NB

Legenda: K — kontrola przed ozonowaniem; NB — nie badano; TAMC — TYMC - ; E — bakterie
nalezace do rodziny Enterobacteriacae; I,11,111 — ilo$¢ cykli ozonowania.
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Tabela 28. Zestawieniec wynikow z oznaczenia czystosci mikrobiologicznej probki pochodzacej
z gotowej mieszanki ziolowo — witaminowej ze wskazaniem do stosowania w problemach
z uktadem naczyn krwiono$nym.

K Stezenie
TAMC [CFU/mI] [m;)/in3] Io$¢ po 30 min [CFU/mI] | Tlo$é¢ po 60 min [CFU/ml]
| 11 i | 1 i
50 NB NB NB 6,22E+04 | 2,50E+02 |7,50E+04
5,50E+04
100 0,00E+00 | 3,33E+04 |5,00E+03 NB NB NB
K Stezenie
TYMC O3 Io$¢ po 30 min [CFU/mI] | Tlo$é¢ po 60 min [CFU/ml]
[CFU/mI] 3
[mg/m’]
| I ]| | 1 ]
0,00E+00 50 NB NB NB 0,00E+00 | 5,00E+02 |5,00E+02
100 6,67E+02 | 0,00E+00 |0,00E+00 NB NB NB
K Stezenie
E O3 Io$¢ po 30 min [CFU/mI] | Tlo$¢ po 60 min [CFU/ml]
[CFU/mI] 3
[mg/m°]
I 1 i I I i
0,00E+00 50 NB NB NB 0,00E+00| 0,00E+00 |0,00E+00
100 0,00E+00 | 0,00E+00 |0,00E+00 NB NB NB

Legenda: K — kontrola przed ozonowaniem; NB — nie badano; TAMC — TYMC - ; E — bakterie
nalezace do rodziny Enterobacteriacae; I,11,111 — ilo$¢ cykli ozonowania.
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Tabela 29. Zestawienie wynikow z oznaczenia czystosci mikrobiologicznej probki pochodzacej
z gotowej mieszanki ziotlowo — witaminowej ze wskazaniem do stosowania jako S$rodek
wspomagajacy uktad odpornosciowy, szczegdlnie polecany dla osob o zwickszonej aktywnosci

fizycznej.
K Stezenie
TAMC [CFU/mI] [m;)/?n3] Io$¢ po 30 min [CFU/mI] | Ilo$¢ po 60 min [CFU/ml]
I 1 i I I 11
50 NB NB NB 5,00E+03 | 1,00E+04 |1,90E+04
0,00E+00
100 0,00E+00 | 2,50E+02 |0,00E+00 NB NB NB
K Stezenie
TYMC O3 Ilos¢ po 30 min [CFU/mI] | Tlo$¢ po 60 min [CFU/ml]
[CFU/mI] 3
[mg/m°]
| 1 11 | 1 11
0,00E+00 50 NB NB NB 0,00E+00 | 0,00E+00 |0,00E+00
100 0,00E+00 | 1,00E+03 |0,00E+00 NB NB NB
K Stezenie
E O3 Io$¢ po 30 min [CFU/mI] | Tlo$¢ po 60 min [CFU/mI]
[CFU/mI] 3
[mg/m°]
I 1 i I I 1
0,00E+00 50 NB NB NB 0,00E+00| 0,00E+00 |0,00E+00
100 0,00E+00 | 0,00E+00 |0,00E+00 NB NB NB

Legenda: K — kontrola przed ozonowaniem; NB — nie badano; TAMC — TYMC - ; E — bakterie
nalezace do rodziny Enterobacteriacae; I,11,111 —ilo$¢ cykli ozonowania
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7. Podsumowanie i wniosKi

Powr6t do natury to coraz szerzej rozwijajacy si¢ trend wspolczesnego $wiata. Pomimo
zaawansowanych osiggni¢¢ nauki, takze dotyczacych tworzenia nowych, coraz skuteczniej
dziatajacych lekow wiele 0sdb zauwaza, ze rozwigzanie wigkszosci problemow zdrowotnych
daje mam sama przyroda. Ten nowy — stary kierunek szukania w naturze remedium na wszelkie
choroby juz od jakiego$ czasu przezywa swoj renesans. Jest on coraz szerzej przyjmujacym si¢
sposobem radzenia sobie z wieloma dolegliwosciami. Wszelka farmakologia stosowana
w kazdym zakatku §wiata swoje podwaliny utworzyta przeciez na tym, co oferowata przyroda.
Dzi§ na nowo zaczynamy docenia¢ sit¢ natury i w niej szuka¢ sposobu na zdrowie, mtodos¢
1 dlugowiecznos$¢.

Prezentowana praca to wynik realnego zapotrzebowania na znalezienie nowych, bardziej
skutecznych metod oczyszczania surowcow roslinnych niezb¢dnych w komponowaniu receptur
suplementow diety czy lekow na bazie ziol. Zapotrzebowanie firmy na opracowanie metody
skutecznego higienizowania zi6t w kierunku otrzymania czystosci wymaganej dla lekéw sktonito
do wytonienia skutecznej procedury wykorzystania ozonu do tego celu. Wykorzystane do tego
celu potprodukty roslinne charakteryzowaty si¢ inng strukturg i wlasciwosciami fizycznymi,
chemicznymi i biologicznymi. Na podstawie przeprowadzonych badan opracowano i wdrozono
metod¢ ozonowania mieszanek witaminowo-ziotowych produkowanych w firmie Wedes

Concept Piotr Rejda.

Whioski:

Najistotniejsza czescig metody byto opracowanie sposobu i miejsca podawania ozonu na
material ro$linny, ktory powinien znajdowac si¢ w perforowanym naczyniu umozliwiajagcym
swobodny przeptyw gazu. Natomiast wylot dyszy powinien znajdowaé si¢ bezposrednio nad
warstwa materiatu roslinnego.

Aby otrzyma¢ wymagana czysto$¢ mikrobiologiczng materialu roslinnego niezbg¢dne jest
przeprowadzenie procesu ozonowania trzykrotnie w odstepach 24 h.

Najbardziej skuteczng dawka ozonowania pod wzgledem czystosci mikrobiologicznej okazaty
si¢ by¢ warianty ozonowania: 50 mg/m® przez 60 minut, 100 mg/m? przez 30 minut oraz 100
mg/m? przez 60 minut. Stabilno$¢ sktadu chemicznego zi6t poddanych ozonowaniu uzyskano
w nizszych dawkach i warto$ciach czaséw ekspozycji. Ozonowanie klgczy tataraku przy kazdej
dawce ozonu i czasie ekspozycji powoduje znaczng zmiane w sktadzie frakcji lotnej, w zwigzku
z tym nie jest to dobra metoda higienizacji klaczy tej rosliny. Dla pozostatych roslin, czyli

koszyczkéw rumianku pospolitego, ziela wrotyczu oraz owocow kopru wloskiego
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najskuteczniejszg metoda jest trzykrotne ozonowanie w dawce 50 mg/m3 przez 60 minut, 100
mg/m3 przez 30 minut. W tych wariantach otrzymuje si¢ zadawalajaca czystosc

mikrobiologiczng przy minimalnych stratach zwigzkéw biologicznie aktywnych.
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