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Wplyw fermentacji mlekowej na sok wisniowy (Prunus cerasus L.):
Sklad flawonoli i aktywnoS$ci zdrowotne

Celem naukowym projektu jest poglebienie wiedzy dotyczacej flawonoli z wisni pospolitej i ich
aktywnosci biologicznych. Gtéwna uwaga skupiona jest na flawonolach z fermentowanego soku wisniowego,
gtownie aglikonach flawonolowych, co planuje si¢ osiaggnaé poprzez process fermentacj z udziatem bakterii
Lactobacillus sp. Bakterie kwasu mlekowego naleza do mikroorganizméw zdolnych do wytwarzania enzymu
B-glukozydazy i hydrolizowania potaczen glikozydowych do wolnych aglikonow. Po zoptymalizowaniu
procesu fermentacji zaplanowano charakterystyke sktadu otrzymanych sokoéw przy uzyciu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas (HPLC-MS). Na koniec zostang zbadane
aktywnos$ci biologiczne zidentyfikowanych flawonoli z wykorzystaniem ich wzorcow w analizach in vitro
(aktywnosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne, anty-cholinesterazowe (anty-ChE) oraz zdolnos¢ hamowania
agregacji amyloidu B (1-42)) oraz w modelu zwierzgcym — larwy i doroste ryby danio prggowanego (Danio
rerio).

Opis badan. Biodostepno$¢ polifenoli po podaniu doustnym jest uzalezniona od hydrolizy wigzania
glikozydowego przez bakterie obecne w jelicie cienkim. Dodatkowo fermentacja mlekowa soku wisniowego
jest zasadna w celu szczegdtowej charakterystyki jego sktadu flawonolowego. Dlatgo tez dobér odpowiednich
szczepOow bakterii (Lactobacillus sp.) wykazujacych najwyzsza aktywnos$¢ B-glukozydazy moze usprawnié
proces fermentacji. Nastepnie zostanie przeprowadzona analiza profilu i zawartosci flawonoli w otrzymanym
soku metoda HPLC-MS. Zaplanowano roéwniez przeprowadzenie eksperymentu in  vivo
z wykorzystaniem larw rybek danio w celu oceny wptywu flawonoli z wisni na ich zachowanie. Test ostrej
toksycznosci (FET) zostanie przeprowadzony w celu okre$lenia zakresu skutecznych stezen i dawki
$miertelnej wyrazonej wskaznikiem LCS50. Potencjalne dziatanie neuroprotekcyjne i neuronaprawcze
flawonoli bedzie badane w modelu larw rybek danio z neurodegeneracjg wywotang 6-OH-dopaming (model
choroby Parkinsona). Ocena wspomnianych wyzej aktywnosci biologicznych testami in vitro jest waznym
elementem projektu w celu zidentyfikowania flawonoli wykazujacych dziatanie kluczowe dla potencjalnego
leczenia zaburzen neurodegeneracyjnych. Wreszcie 30-dniowemu dziataniu flawonoli zostang poddane 3-
miesigczne rybki danio. Na koniec zaplanowano potwierdzenie obecnosci flawonoli w ich mézgach metoda
HPLC-MS. Dodatkowo zostanie okre$lona aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych i cyklooksygenazy-2
(COX-2), wybranych markeréw stanu zapalnego (IL-1B, IL-6, TNF-a) oraz ekspresja genow (iNOS, NF-xB,
TNF-0) w mézgach, w celu zbadania wptywu flawonoli na homeostaze oksydacyjna i stan zapalny.

Uzasadnienie podjecia badan. Wiele badan naukowych skupia sie na poprawie jakosci zdrowia
publicznego ze wzgledu na wysoka czestotliwo$é wystgpowania chordb cywilizacyjnych. Jako przyczyny
zaburzen neurodegeneracyjnych wymienia si¢ nadmierne reakcje wolnych rodnikow oraz nasilenie procesu
zapalnego. Z kolei zwigzkom fenolowym obecnym w zywnosci przypisuje si¢ dziatania prozdrowotne.
Dlatego biologiczne aktywno$ci wisni, tj. wysoka zawartos¢ polifenoli, aktywnos$¢ antyoksydacyjna,
hamowanie aktywnos$ci cholinesteraz i COX-2, sa przedmiotem naszego zainteresowania, Co wiecej,
flawonole z diety sa czasteczkami 0 znanym dziataniu prozdrowotnym, tj. antyoksydacyjnym,
przeciwzapalnym i wielu innych. Nadal jednak poszukujemy odpowiedzi na pytanie dotyczace roli
poszczegodlnych flawonoli w aktywno$ciach catego owocu. Wiadomo tez, ze biodostgpnos¢ spozytych
polifenoli zalezy od hydrolizy wigzania glikozydowego. Dlatego zaproponowano fermentacje soku przy
uzyciu wybranych bakterii Lactobacillus sp., ktora jest tez istotna dla szczegdtowej charakterystyki flawonoli.
Rybki danio zostaty wybrane do oceny toksycznosci i aktywnosci neurobiologicznej flawonoli in vivo. Danio
staje si¢ bowiem coraz bardziej popularnym modelem zwierzgcym w badaniach przedklinicznych. Jego genom
zostal w pelni zsekwencjonowany i wykazuje okoto 70% zgodno$¢ z genomem cztowieka, jak rowniez 80%
zgodnos$¢ gendw zaangazowanych w patogeneze chorob cztowieka. | wreszcie zainteresowanie aktywnos$cia
antyoksydacyjng flawonoli, anty-ChE, anty-COX-2 i ich zdolno$cia do hamowania agregacji amyloidu
(1-42) zostato zaplanowane z powodu amyloidowo-cholinergicznej hipotezy rozoju choroby Alzheimera.

Spodziewane efekty. Wyniki bedg doskonatym podsumowaniem licznych aktywnos$ci biologicznych
poszczegolnych flawonoli a nie ztozonego ekstraktu. Zaktada sie takze uzyskanie odpowiedzi na dwa pytania:
(i) w jakim stopniu rozmieszczenie podstawnikow w czasteczce determinuje jej aktywnosci biologiczne; (ii)
czy istotniejszg aktywnos$¢ prozdrowotng wykaza pojedyncze flawonole czy raczej ich mieszanina? W efekcie
uzyskamy informacje niezbe¢dne do formulowania przysztych zalecen zywieniowych.
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