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Wptyw chemicznej ochrony na aktywnos¢
antyoksydacyjng polifenoli 1 frakcji tokoferoli
ziarniakOw pszenicy twardej
(Triticum durum Desf.)

The influence of chemical protection on antioxidant activity of polyphenols and
tocopherols in hard wheat (Triticum durum Desf.) grains

Materiat badan stanowily ziarniaki 4 linii jarej pszenicy twardej (Triticum durum Desf.) oraz
odmiany pszenicy zwyczajnej Sigma. Analizowano zawarto$¢ polifenoli i frakcji tokoferoli —
zwiazkow posiadajacych wlasciwosci antyoksydacyjne. W uprawie pszenicy zastosowano minimalng
i intensywna ochrong¢ chemiczng. W ekstraktach polifenoli i frakcji tokoferoli okreslono aktywnosé
antyutleniajaca metoda ,,wylapywania” wolnych rodnikéw wobec DPPH* (2,2-difenylo-1-pikrylo-
hydrazyl). Przeprowadzono réwniez analiz¢ aktywnosci antyutleniajacej dla wzorcow: kwasu
ferulowgo, BHT i o-tokoferolu. Skuteczno$¢ neutralizowania rodnikéw DPPH*® przez ekstrakty
polifenoli i frakcji tokoferoli zalezata w zroznicowanym stopniu od: czasu trwania reakcji, wlasciwosci
genotypu oraz poziomu i rodzaju zastosowanych $rodkow ochrony chemiczne;j.

Stowa kluczowe: aktywno$¢ antyoksydacyjna, polifenole, Triticum durum, ziarno, tokoferole

The grains of 4 lines of hard wheat (Triticum durum Desf.) and of common wheat variety Sigma
were examined. The content of phenolic compound and tocopherols that exhibit antioxidant activity
was determined. Wheat plants were cultivated at two levels of chemical protection. The antioxidant
properties of polyphenols and tocopherols were examined using free radical scavenging method against
stable 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH*). Moreover, the antioxidant activity of standard
compounds, like ferrulic acid, BHT and o-tocopherol was evaluated. Antiradical efficiency of
polyphenols and tocopherols depended on time of reaction, genotype properties and level of chemical
protection.
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WSTEP

W ostatnich latach wyraznie zmienia si¢ podejscie do roli zywno$ci w ksztaltowaniu
zdrowia czlowieka. Szczegdlne zainteresowanie budzi rola i oddzialywanie bioaktywnych
sktadnikow zywno$ci pochodzenia roslinnego w procesach metabolicznych cztowieka.
Zwiazki te, dzigki swej aktywnoS$ci przeciwutleniajgcej, chronig organizm ludzki przed
chorobami, w tym nowotworowymi i chorobami uktadu krazenia (Zielinski i in.; 1998;
Andlauer i Furst, 1999; Baublis i in., 2000).

Do naturalnych antyoksydantow wystepujacych w zywnos$ci pochodzenia roslinnego
zaliczamy witaming E, witaming C, flawonoidy oraz inne polifenole, karotenoidy
(Peterson, 2001). Ich zrédtem sg zboza, owoce i warzywa (Ké&hkonen i in., 1999; Zielinski
i Kozlowska, 2000). W zbozach wystepuje szeroka grupa antyoksydantow, ponadto
produkty zbozowe (pieczywo, makarony) sa podstawg diety wielu populacji Zyjacych na
swiecie. Miller i wsp. (2000) badajac zawartos¢ antyoksydantéw w sktadnikach ptatkow
$niadaniowych (gotowych do spozycia) stwierdzili, ze wszystkie wystepujace w nich zboza
charakteryzuja si¢ wyzszg zawarto$cig antyoksydantow niz warzywa czy owoce. Ziarno
zb0z bogate jest w zwigzki fenolowe, gtéwnie w kwasy fenolowe, tj. kwas ferulowy,
wanilinowy, p-kumarynowy oraz kawowy (Onyeneho i Hettiarachchy, 1992; Kahkonen
iin.,, 1999; Yang i Basu, 2001), ponadto zawiera takie fitochemikalia jak fitosterole,
saponiny, fitoestrogeny, flawonoidy, jest tez gtownym zréodlem lignin niezbgdnych
w codziennej w diecie (Zielinski i Kozlowska, 2000). Wtasciwosci antyoksydacyjne
roslinnych polifenoli uzaleznione sa od ich struktury chemicznej i determinowane m.in.
obecnoscia, potozeniem i efektem indukcyjnym grup hydroksylowych w pierscieniach
tych zwigzkow (Cook i in., 1996; Wilska-Jeszka, 1999).

Wraz z intensyfikacja upraw roslin zbozowych w celu zwigkszenia plonow, niezbedne
jest stosowanie chemicznych §rodkdéw ochrony roslin. Poziom chemizacji uprawy moze
mie¢ wpltyw nie tylko na zwigkszenie produktywnosci, ale na jakos$¢ plonow, a wigc sktad
chemiczny i aktywnos¢ biokomponentow ziarna (Korbas i Kubiak, 1998).

Celem podjetych badan bylo okreslenie zawartosci polifenoli i frakcji tokoferoli
w ziarniakach Kkilku linii pszenicy twardej w zaleznos$ci od stopnia zastosowanej ochrony
chemicznej oraz okreslenie aktywnoS$ci antyutleniajacej ekstraktow ww. zwigzkow metoda
»Wylapywania” wolnych rodnikéw DPPH".

MATERIAL I METODY

Materiat badan stanowity ziarniaki 4 linii jarej pszenicy twardej — (Triticum durum
Desf.) — (LGR 899/62a, LGR 1359/8, LGR 896/23, LGR 899/17a) ustalone morfolo-
gicznie iwyselekcjonowane zkilku populacji mieszancow w Instytucie Genetyki
i Hodowli Ro$lin Akademii Rolniczej w Lublinie.

W $cistym doswiadczeniu polowym (zbidr z 2001 roku) stosowano zrdéznicowang
ochron¢ chemiczng: minimalng (zaprawa — Baytan Universal 19,5; herbicyd —
Aminopielik D 450 SL — 3 I-ha?) oraz intensywng (zaprawa — Baytan Universal 19,5;
herbicyd — Aminopielik D 450 SL — 3 I-hat, w fazie krzewienia; fungicyd Tilt CB 37,5
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WP — 1 kg-ha, w fazie kloszenia; insektycyd — Karate 023 EC — 0,2 I-ha’?, w pelni
ktoszenia; retardant — Antywylegacz 674 SL — 2 I-ha w fazie strzelania w zdzblo).
Nawozenie azotowe w formie saletry amonowej stosowano w ilo$ci 90 kg N-ha™. Poréw-
nawczo wykorzystano ziarno pszenicy zwyczajnej odmiany Sigma, uprawianej w tych
samych warunkach nawozenia i ochrony.

W ziarnie po 3 miesi¢cznym lezakowaniu wykonano oznaczenie zawarto$ci polifenoli
i witaminy E. Oznaczono rowniez aktywno$¢ przeciwutleniajacg bioaktywnych zwigzkdw
zawartych w ziarnie (przy uzyciu rodnika DPPH").

Zwartos¢ polifenoli

Oznaczenie zawarto$ci polifenoli, w przeliczeniu na kwas chlorogenowy, przepro-
wadzono w oparciu 0 metode z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteu zgodnie z metoda
opisang przez Shahidi i Naczk (1995). Zwigzki fenolowe ekstrahowano roztworem
metanolu (metanol: woda 1:1 o pH 4, w obecnosci 0,1 M HCI). Cato$¢ wytrzasano 2
godziny, nastgpnie za pomoca pompy prozniowej saczono przemywajac niewielka iloscia
metanolu. Przesacz przeniesiono iloSciowo do kolbki na 50 ml. Nastepnie do 0,5 ml
roztworu dodano 0,5 ml wody i 2 ml roztworu Folina-Ciocalteu. (1:5 H20). Po uptywie 3
minut dodano 10 ml 10% roztworu Na,COs (Na.COs krystaliczny) i energicznie wytrza—
sano. Oznaczenie spektrofotometryczne zawartosci polifenoli przeprowadzono, po
uptywie 30 minut na spektrofotometrze Shimadzu UV-160A przy dtugosci fali A = 725 nm.

Zawartos$¢ witaminy E

Oznaczenie zawartosci witaminy E przeprowadzono metoda chromatografii cienko-
warstwowej oraz spektrofotometrycznie, zgodnie z procedura opisang w Normie Polskiej
PN-92/R-64756 w przeliczeniu na a-tokoferol (firmy Sigma, stosowany jako wzorzec).
Ekstrakcje, w potaczeniu z hydroliza alkaliczng, przeprowadzano w obecnosci kwasu
askorbinowego. Mieszaning 20 g rozdrobnionego ziarna, 80 ml alkoholu etylowego 96%,
20 ml wody, 15 ml roztworu wodorotlenku potasowego 50% oraz 0,5 g kwasu
askorbinowego przez 30 minut ogrzewano pod chlodnicg zwrotna we wrzacej lazni
wodnej. Nastepnie przeprowadzono 3-krotng ekstrakcje badanych zwigzkéw n—heksanem.
Zebrane warstwy heksanowe przemywano woda do odczynu obojetnego wobec
fenoloftaleiny, a nastgpnie przesaczono przez warstwe¢ bezwodnego siarczanu sodu do
kolby miarowej zawierajacej okoto 0,2 g BHT (butylohydroksytoluen). Ekstrakt
heksanowy po odparowaniu do sucha rozpuszczono w 10 ml alkoholu etylowego.

Oznaczenie metodg chromatografii cienkowarstwowej przeprowadzono na plytkach
z zelem krzemionkowym 60 Fas4 (firmy Merck) — uktad rozwijajacy: chloroform. Miejsca
wystepowania prazkoéw zlokalizowano uzywajac lampy UV firmy Camag przy dhugosci
fali $wietlnej 254 nm oraz przez spryskanie roztworem a-dwupirydylu i FeCls (1:1).
Oznaczenie spektrofotometryczne zawarto$ci witaminy E przeprowadzono na
spektrofotometrze Shimadzu UV-160A przy dtugosci fali 520 nm.

Oznaczenie aktywnoSci przeciwutleniajacej z odczynnikiem DPPH®*

W celu oznaczenia aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow polifenoli i frakcji
tokoferoli z pszenicy zastosowano metode zrodnikiem DPPH* (2,2-difenylo-1-pikryl-
hydrazyl) firmy Sigma w oparciu 0 metod¢ opisang przez Brand-Wiliams i wsp. (1995)
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oraz Sanchez-Moreno i wsp. (1998). Metoda ta opisana jest jako jedna z alternatywnych,
uzyteczna do oznaczania aktywno$ci antyutleniajgcej kwasow fenolowych, a takze
stosowana wobec ekstraktéw tokoferoli (Guo i in., 2001; Peterson i in., 2002).

Do 0,1 ml ekstraktu dodawano 3,9 ml rodnika o stezeniu 6 x 10° mol/ dm?® (roztwor
wyjsciowy) 1mierzono warto$¢ absorbancji przy dilugosci fali A = 515 nm w15
minutowych odstepach.

Na podstawie przygotowanych roztworéw DPPH o stezeniach od 1 x 10 mol/ dm?®do
6 x 10° mol/ dm? sporzadzono krzywa wzorcowa. Akywno$¢ antyoksydacyjng wyrazong
jako procent inhibicji obliczono zgodnie ze wzorem:

% inhibicji = [(AC(0) - AA(t)) / AC(0)] x 100%
AC(0) — absorbancja proby kontrolnej w czasie 0;
AA(t) — absorbancja badanej proby mierzona co 15 minut przez 1 godzing.

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania dowodza, iz gléwna grupa zwigzkéw odpowiedzialna za aktywno$¢ anty-
oksydacyjna ziarna zboz to zwiazki fenolowe (Miller i in., 2000; Peterson, 2001; Yu i in.,
2002). Na koncentracj¢ tych sktadnikoéw moga wplywaé wilasciwosci odmianowe, rok
zbioru, atakze lokalizacja uprawy (Emmons i Peterson, 2001). Poréwnujac poziom
polifenoli w ziarniakach 4 linii pszenicy twardej izwyczajnej u odmiany Sigma
stwierdzono istotnie wyzsza zawarto$¢ tych zwigzkéw (z wyjatkiem linii LGR 1359/8)
w ziarniakach pszenicy twardej (rys. 1). Uzyskane wyniki wykazaty rowniez zr6zni-
cowanie zawartosci tych sktadnikow zalezne od genotypu (tab. 1).
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Rys. 1. Zawartos$¢ polifenoli w ziarniakach 4 linii pszenicy twardej i pszenicy zwyczajnej odm. Sigma
Fig. 1. Content of polyphenolic compounds in grain of 4 lines of hard wheat and in soft wheat var.
Sigma
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Tabela 1
Zawarto$¢ polifenoli i tokoferoli w ziarnie 4 linii pszenicy twardej i pszenicy zwyczajnej Sigma w
zaleznosci od ochrony chemicznej
Content of polyphenols and tocopherols in grain of 4 lines of hard wheat and in soft wheat Sigma,
depending on chemical protection

Linie Polifenole (mg%) Tokoferole (mg/100g)
Lines Polyphenols (mg%) Tocopherols (mg/100g)

LGR 899/62 a 82,96° 3,935°

LGR 1359/8 78,932° 4,821°

LGR 896/23 108,66¢ 5,059°

LGR 899/17 a 92,36° 5,474°

Sigma 61,27° 6,278°

NIR 0,05 dla linii

LSD o5 for lines 19,26 0,786

Ochrona minimalna a a

Minimal protection 86,35 4915

Ochro_na intensywna 8333 5,312°

Intensive protection

NIR 5 dla poziomu ochrony 12,18 0,502

LSD o5 for level of protection
Wartosci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie
Means In columns marked with the same letters do not differ significantly

Reakcja roslin na zréznicowanie poziom6éw ochrony chemicznej zalezala takze od
indywidualnych cech odmianowych badanych linii. W przypadku linii LGR 896/23 i LGR
899/17a oraz pszenicy zwyczajnej stwierdzono wyzszy poziom polifenoli przy
zastosowaniu chemicznej ochrony minimalnej. Ziarniaki ww. linii, z obiektéw na ktdrych
stosowano tylko herbicyd, charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawartoscig polifenoli,
odpowiednio 114,5 mg% i 99,46 mg% (rys. 1).

Natomiast w przypadku linii LGR 899/62a i LGR 1359/8 wyzsza zawartoscia polifenoli
wyroznialy si¢ ziarniaki z obiektdw z ochrong intensywna. Dla LGR 899/62a roznice byty
statystycznie istotne. Ziarniaki w/w linii uprawiane przy zastosowaniu ochrony minimalnej
mialy najnizszy poziom polifenoli ze wszystkich badanych obiektow pszenicy twardej, ale
i tak wyzszy niz ziarniaki pszenicy zwyczajnej.

Grupg zwigzkow obecng w zbozach 1posiadajaca zdolnosci antyutleniajace sg
tokoferole i tokotrienole wykazujace aktywnos$¢ witaminy E. Tokoferole odgrywaja wazna
role w ,,zmiataniu” wolnych rodnikow, chociaz ich aktywno$¢ zalezy od ich reaktywno$ci
i stezenia oraz dostepnosci wspotreagentow, tj. kwasu askorbinowego, B-karotenu, czy
selenu (Guo iin., 2001; Yang iin., 2001). Ziarno zb6z jest wymieniane jako jedno
z istotnych zrodet tokoli (Bartnikowska, 1995, Yang iin., 2001), dlatego wazna
z genetycznego i hodowlanego punktu widzenia jest ocena zawarto$ci frakcji tokoferoli
w nowych liniach pszenicy twardej.

Analiza poziomu frakcji tokoferoli w ziarniakach badanych pszenic, wykazata, ze
pszenica twarda ma istotnie nizszg zawartos$¢ tych zwigzkow w poréwnaniu do zwyczajnej
(tab. 1, rys. 2). W obrebie badanych linii pszenicy twardej najwyzszym poziomem
tokoferoli charakteryzowala si¢ linia LGR 899/17a, za$ istotnie najnizsza zawarto$¢
stwierdzono w ziarnie linii LGR 899/62a z obiektéw z ochrong minimalng. Zawarto$¢
frakeji tokoferoli miescita si¢ w granicach 3,2-5,3 mg/100g ziarna przy zastosowaniu
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minimalnej ochrony chemicznej oraz 4,7-5,6 mg/100g ziarna z obiektéw z ochrong
intensywna (tab. 1).
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Rys. 2. Zawarto$¢ witaminy E (suma tokoferoli) w ziarniakach 4 linii pszenicy twardej i pszenicy
zwyczajnej — Sigma
Fig. 2. Vitamin E (tocopherols) content in grain of 4 lines of hard wheat and in soft wheat var. Sigma

Zastosowanie intensywnej ochrony chemicznej ujawnito si¢ istotnym wzrostem steze-
nia tokoferoli (LGR 899/62a i LGR 896/23) lub tendencjami do wzrostu poziomu tej frakcji
(LGR 899/17a) w ziarniakach porownywanych linii, z wyjatkiem linii LGR 1359/8.

Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej

Calkowita aktywno$¢ antyoksydacyjna badanego uktadu jest wynikiem wspotdziatania
obecnych antyoksydantéw i prooksydantow (Emmons iin., 1999). Zastosowana
W niniejszej pracy metoda polega na badaniu zmian absorbancji zachodzacych podczas
reakcji redukcji stabilnego wolnego rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazyl (DPPH"®) przez
bioaktywne zwigzki (gtownie kwasy fenolowe) obecne w metanolowych ekstraktach
(Sanchez-Moreno, 1998).

Podczas godzinnej inkubacji z DPPH ekstrakty polifenoli w 50% metanolu w obecnosci
HCI przy pH 4 wykazywaly zdolno$¢ do hamowania reakcji rodnikowej w czasie
pierwszych 15 minut, kiedy stwierdzono spadek stezenia stabilnych rodnikéw DPPH (rys.
3). Odpowiadat temu wzrost aktywno$ci antyutleniajgcej (jako procent inhibicji) od 1,76
do 9,96% (rys. 4). Wyniki te potwierdzaja badania innych autoréw, wykazujace, ze obni-
zenie koncentracji DPPH wobec roslinnych antyoksydantow dobrze charakteryzuje
poczatkowe tempo reakcji (Peterson i in., 2002).

Ekstrakty polifenoli otrzymane z pszenicy twardej linii LGR 899/62a i LGR 1359/8
wykazujg wyzszg aktywnos$¢ antyutleniajagcg w pordwnaniu do otrzymanych z pszenicy
zwyczajnej. Warto$¢ pojemnosci antyoksydacyjnej pozostatych linii ksztaltowala si¢ na
nizszym poziomie (rys. 3). Nie stwierdzono dodatniej zaleznosci pomiedzy zawarto$cia
polifenoli w ekstraktach, aich zdolnosScig antyutleniajacg. Nie stwierdzono takze jedno-
kierunkowego wplywu zastosowanych pestycydow na aktywno$¢ antyoksydacyjna
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ekstraktdéw polifenoli, cho¢ wykazano zrdznicowang reakcje genotypow na ochrone che-

miczng.
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Rys. 3. Wplyw ekstraktéw metanolowych polifenoli (1:1; pH 4) na zmiany stezenia DPPH w czasie
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Fig. 3 Influence of methanolic extracts of polyphenols (1:1; pH 4) on changes in DPPH concentration

during reaction
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Fig. 4. Influence of incubation time on antioxidant activity of methanolic extracts of polyphenols (1:1;

pH 4) against DPPH (as % of inhibition)
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W badaniach Emonnsa i Petersona (2001) nad zawartoscig iaktywnos$cig anty-
utleniajgcg zwigzkow fenolowych w owsie stwierdzono istotny wptyw odmiany i miejsca
uprawy jedynie na poziom kwasdéw fenolowych. Natomiast brak bylo istotnego wplywu
tych czynnikéw na wilasciwosci antyoksydacyjne badanych zwiazkow.

Z analizy kinetyki aktywnosci przeciwutleniajacej frakcji tokoferoli wynika, ze poziom
ochrony chemicznej nie wptywat na dziatanie antyoksydacyjne tych zwiazkéw. Natomiast
zwraca uwage mniejszy efekt antyutleniajacy tokoferoli w pordwnaniu z ekstraktami
polifenoli. Stwierdzono niewielkie zr6znicowanie migdzy genotypami w odniesieniu do
spadku stezenia niezredukowanych stabilnych rodnikéw DPPH przez ekstrakty tokoferoli
— W czasie pierwszych 15 minut (rys. 5).
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Rys. 5. Wplyw ekstraktéw tokoferoli i wzorca na zmiany stezenia DPPH w czasie reakcji
Fig. 5. Influence of tocopherols and standard compound on changes in DPPH concentration during the
reaction

Ocena aktywnoS$ci antyutleniajgcej wzorcOw wskazywata na odmienng kinetyke
wylapywania wolnych rodnikow, co jest zwigzane zrdzng strukturg chemiczng
zastosowanych zwigzkow (rys. 6). Podczas godzinnej inkubacji z DPPH, stg¢zenie
stabilnych rodnikow w reakcji z kwasem ferulowym bardzo szybko ulegto obnizeniu
w czasie pierwszych 15 minut z poziomu 5,401 x 10° mol/dm?® do 3,783 x 10" mol/dm?.
Zwiazek ten najwyzsza aktywno$¢ wykazuje w pierwszym okresie dziatania, a podczas
dalszej reakcji jego sita antyutleniajgca stabnie az do osiagnigcia plateau.

Przebieg krzywej stezenia DPPH w funkcji czasu w przypadku a-tokoferolu (rys. 6)
pokazuje, ze wzorzec ten przez pierwsze 15 minut zmniejszat stezenie rodnika ze stanu
poczatkowego 5,712 x 10° mol/dm?® do 5,511 x 10 mol/dm?3, a przez nastepne 45 minut
nastepowal wzrost stezenia rodnikow DPPH do wartosci 5,803 x 10° mol/dm3, co
wskazywatoby na dziatanie prooksydacyjne.
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Rys. 6. Wplyw a-tokoferolu, kwasu ferulowego i BHT na zmiany stezenia DPPH w czasie reakcji.
Fig. 6. Influence of a-tocopherol, ferrulic acid and BHT on changes in DPPH concentration during
reaction

Syntetyczny przeciwutleniacz BHT wykazal najsilniejsze wlasciwosci przeciw-
utleniajace, gdyz prostoliniowo zmniejszal st¢zenie stabilnych rodnikow DPPH (rys. 6).
Podczas godzinnej inkubacji nastgpit spadek stezenia niezredukowanej formy rodnika
z poziomu 0,493 x 10° mol/dm3do 0,359 x 10~ mol/dm?3, ktéremu odpowiadalo obnizenie
mierzonej absorbancji, oraz wzrost aktywnos$ci antyutleniajacej (jako procent inhibicji) od
5,374 do 31,094. Swiadczy to o wyraznej stabilnosci antyoksydacyjnej wzorca w funkgji
czasu wynikajacej z obecnosci w jego strukturze chemicznej podstawnika o duzej objeto$ci
(di-tert-butylowego), ktéry hamuje reakcje rodnikowe (Wilska-Jeszka, 1999).

WNIOSKI

1. Ziarniaki badanych linii pszenicy twardej charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszym
poziomem polifenoli w poréwnaniu z pszenica zwyczajna.

2. Badania nad zawartoScig tokoferoli w ziarnie wykazaly, Ze pszenica zwyczajna
uprawiana w tych samych warunkach nawozenia i ochrony chemicznej charaktery-
zowala si¢ wyzsza zawarto$cia tych zwigzkow niz pszenica T. durum.

3. Nie stwierdzono proporcjonalnej zaleznosci pomigdzy zawartoscig tokoferoli
i polifenoli w ekstraktach z ziarna badanych pszenic, aich aktywno$cig przeciw-
utleniajaca.

4. Aktywno$¢ antyutleniajaca ekstraktow polifenoli zalezata od: czasu trwania reakcji
oraz poziomu i rodzaju srodkéw ochrony chemicznej zastosowanych w doswiadczaniu
polowym. Zastosowane pestycydy nie wpltywaly na aktywnos$¢ antyoksydacyjng
ekstraktow tokoferoli z badanych pszenic.

5. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna zastosowanych wzorcow (BHT, a-tokoferolu, kwasu
ferulowego) uzalezniona byta od ich budowy chemicznej i czasu trwania inkubacji.
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