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Rozdziat frakcji soku ziemniaczanego
r6znigcych si¢ masg czasteczkowa
1 charakterystyka ich aktywnosci biologicznej*

Separation of the fractions of potato juice of different molecular weight
and characterization of their biological activities

Wspolczesnie realizowane badania kliniczne z uzyciem $wiezego soku z ziemniaka wskazuja na
jego przydatno$é terapeutyczna w leczeniu zaburzen funkcjonowania przewodu pokarmowego. Dane
literaturowe nie rozstrzygaja jednak jakie sktadniki soku z ziemniaka wykazuja dziatanie lecznicze.
Celem pracy byla ocena aktywnosci biologicznej soku ziemniaczanego wysuszonego w suszarce
rozpytowej oraz jego frakcji rozdzielonych ze wzgledu na réznice w masie czasteczkowej. Swiezy sok
z ziemniaka poddano alternatywnie procesowi suszenia rozpylowego lub kriokoncentracji w wyniku
ktorej otrzymano surowiec pigciokrotnie zatezony. Tak przygotowany koncentrat poddano separacji
metoda chromatografii zelowej. Wyizolowane frakcje analizowano w aspekcie ich zdolnosci do
hamowania wzrostu i ograniczania zywotno$ci ludzkich komérek nowotworowych. Oznaczenia
wykonano réwniez na komorkach prawidlowych. Przeprowadzone badania wykazaly, ze produkty
przetworstwa soku ziemniaczanego, podobnie jak $wiezy surowiec, posiadaja potencjat cytotoksyczny
w odniesieniu do komoérek nowotworowych zotadka i jelita grubego. Wykazano, ze proces suszenia
rozpylowego w niewielkim stopniu obniza aktywno$¢ biologiczng soku z ziemniaka. Proces
kriokoncentracji pozwala na pigciokrotne zatgzenie sktadnikow soku ziemniaczanego, ktore nastgpnie
moga by¢ efektywnie separowane na frakcje réznigce si¢ masa czasteczkowa w procesie filtracji
zelowej. Najwigksza cytotoksycznoscig skierowang specyficznie na komoérki nowotworowe cechuje si¢
niebiatkowa, odporna na obrobke termiczna, frakcja o masie czasteczkowej ponizej 1 kDa.

Stowa kluczowe: cytotoksycznosé, kriokoncentracja, separacja, sok z ziemniaka, suszenie rozpytowe

The clinical trials on the medicinal use of potato juice proved its efficiency in the therapy of
gastrointestinal disorders. However, the literature data don’t determine which substances actually

* Praca zostata wykonana w ramach projektu nr POIG 01.01.02-00-061/09 pt. ,,Nowa zywnos¢ bioaktywna o
zaprogramowanych wlasciwosciach prozdrowotnych” realizowanego w Programie Operacyjnym Innowacyjna Gospodarka,
2007-2013
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reveal the therapeutic effect. The aim of the work was estimation of the biological activity of potato
juice sprayed in the spray dryer, as well as its fractions of different molecular mass. Fresh potato juice
was spray dried or alternatively, cryoconcentrated. As the result of the latter process fivefold
concentrated potato juice has been obtained. This product was separated by means of gel permeation
chromatography. The isolated fractions were analysed in terms of their capability to inhibit the
proliferation and to reduce viability of human cancer cell lines. Human normal cell lines were used as
areference. Our studies proved that processed potato juice, similar to the fresh one, reveals cytotoxicity
potential to stomach and colon cancer cells. The spray drying only slightly decreased biological activity
of potato juice. It is possible to obtain fivefold concentrated potato by application of cryoconcentration
process. That product could be effectively separated by means gel filtration process. The highest
cytotoxicity, specifically targeted to the cancer cells, was revealed in non-protein, thermally stable
fraction of molecular mass below 1 kDa.

Key words: cytotoxicity, cryoconcentration, potato juice, separation, spray drying
WSTEP

Aktywnos¢ biologiczna soku z ziemniaka oraz jego frakcji jest przedmiotem licznych
kontrowersji. W europejskiej medycynie ludowej sok z ziemniaka (Solanum tuberosum)
stosowany jest do leczenia stanow zapalnych przewodu pokarmowego (Vlachojannis i in.,
2010). Rowniez w tradycyjnej medycynie chinskiej oraz indyjskiej sok z Solanum nigrum
jest stosowany do leczenia raka przewodu pokarmowego (Yi1iin., 2008; Saleem i in., 2009)
Aktualnie jednak woda sokowa wytwarzana w znacznej ilo§ci przez przemyst
ziemniaczany w toku kampanii krochmalniczej jest traktowana jako ucigzliwy $ciek, ktory
moze by¢ w najlepszym przypadku (po wyizolowaniu zen frakcji bialkowej) zastosowana
w zywieniu zwierzat (Pastuszewska i in.. 2007; Tusnio i in.. 2011). Jest to zwigzane z
powszechnie znanym faktem toksycznego dziatania glikoalkaloidow (Pg¢ksa 1 in., 2002;
Peksa 1 in., 2006, Rytel, 2010; Zgorska i in., 2006). Powszechnie stosowana technologia
izolacji biatka ziemniaczanego z wody sokowej polegajaca na koagulacji kwasowo-
termicznej pozwala co prawda na uzyskanie produktu o zmniejszonej zawartoSci
glikoalkaloidow, jednak wilasciwosci uzytkowe tak otrzymanego produktu sa dalece
niezadowalajace (Pastuszewska i in., 2007, Tus$nio i in., 2011). Stad tez konieczno$¢
prowadzenia prac nad poprawa jego wlasciwosci (Lekra i in., 2009, Miedzianka i in., 2010,
Miedzianka i in., 2012; Zwijnenbergh, 2002). Wspotczesnie realizowane badania kliniczne
z uzyciem $wiezego soku z ziemniaka wskazuja na jego przydatno$¢ terapeutyczng w
leczeniu zaburzen funkcjonowania przewodu pokarmowego (Chrubasik i in., 2006;
Vlachojannis i in., 2010). Dominujagcym trendem jest przypisywanie aktywno$ci
przeciwzapalnej niektorym biatkom zawartym w soku ziemniaka (Pouvreau i in., 2001,
Ruseler-van Embden i in., 2004,). Niemniej jednak opublikowane zostaty rowniez badania
in vitro wskazujace na aktywnos$¢ substancji o charakterze glikoalkaloidow w stosunku do
komoérek nowotworowych (Kuo i in., 2000). Na uwage zastuguje fakt, ze glikoalkaliody w
ktorych aglikonem jest solasodyna sg juz aktualnie stosowane przy leczeniu rakowych
narosli skornych (Jerzykiewicz, 2007). Z punktu widzenia aktywnosci biologicznej soku z
ziemniaka najwazniejsze s3 dane dotyczace zdolnosci do indukowania apoptozy komorek
nowotworowych przez solaning i chakoning (Saleem 1 in., 2009; Ji i in., 2008).
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Ziemniak mimo swej popularnosci jest rosling niedoceniang, pomimo powszechnej
swiadomosci jego wysokiej wartosci odzywczej (Burlingame i in., 2009; Lutaladio i
Castaldi, 2009; Rytel, 2010). W znacznym stopniu wynika to z niejednoznacznosci danych
na temat jego faktycznej aktywnosci biologicznej, zwlaszcza w odniesieniu do frakcji
niskoczasteczkowej zawierajacej glikoalkaliody (Korpan i in., 2004). Istnieje zatem
koniecznos¢ prowadzenia dalszych badan z zastosowaniem nowych metod badawczych
pozwalajacych na rzetelng ocene przydatnosci nie tylko odzywczej ale rowniez medycznej
tej rosliny. Nasze wcze$niejsze badania wskazuja, ze $Swiezy sok z ziemniaka hamuje
proliferacje i ogranicza przezywalno$¢ nowotworowych komoérek pochodzacych z zotagdka
(Hs476T) i jelita grubego (HT-29 i Caco-2). Natomiast w mniejszym stopniu wptywa na
aktywno$¢ metaboliczng komorek raka watroby (HepG2). Z punktu widzenia
ewentualnego zastosowania spozywczego lub farmaceutycznego soku z ziemniaka
niezwykle istotna jest wiedza jakie sktadniki soku z ziemniaka wykazuja aktywnos¢
biologiczng oraz czy procesy technologiczne szczegdlnie przebiegajace w podwyzszonej
temperaturze maja na nig wplyw.

Celem pracy byta ocena aktywnosci biologicznej soku ziemniaczanego wysuszonego w
suszarce rozpylowej oraz jego frakcji rozdzielonych ze wzgledu na roéznice w masie
czasteczkowe;j.

MATERIALY I METODY

Materiatem badawczym byt §wiezy sok z ziemniaka pobrany w toku kampanii
ziemniaczanej 2010 roku z Zaktadu Produkcyjnego w Stawie nalezacego do Wielkopol-
skiego Przedsigbiorstwa Przemystu Ziemniaczanego w Luboniu. Bezposrednio po
pobraniu sok byl schtadzany w zbiorniku magazynowym do temperatury 4°C i po
przetransportowaniu do Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci poddany
procesowi kriokoncentracji. Czg$¢ $wiezego soku utrwalono metodg suszenia rozpyto-
wego.

Suszenie rozpytowe prowadzono na suszarni pottechnicznej P-6.3 firmy Niro Atomizer
(Dania) przy zastosowaniu temperatur powietrza: 170°C na wlocie do komory suszarniczej,
95°C na wylocie oraz szybkosci podawania soku 12 1/h otrzymujac susz soku
ziemniaczanego o wilgotnosci 10,69 + 0,24%. Oznaczenie suchej substancji metoda
wagowa wykonano zgodnie z Polskag Norma PN-90/A-75101/03, w temperaturze 90°C.

Proces kriokoncentracji prowadzony byt z wykorzystaniem systemu Pilot Plant Cold
Concentration Unit (Freeze Tec, Holandia), ktorego uproszczony schemat przedstawiono
na rysunku 1. Proces zat¢zania skltadat si¢ z czterech etapow: przygotowania instalacji,
optymalizacji parametréw separacji, produkcji oraz mycia. W fazie optymalizacji
uwzgledniono nastgpujace zmienne procesowe: czas trwania cyklu oraz kompresji ztoza
lodu, temperatura wody ptuczacej ztoze lodu, czas pracy pompy ptuczacej, sekwencja
czasowa sterujaca pracg zaworu odpowiedzialnego za usuwanie wody z systemu trakcie
kolejnych cykli pracy kolumny.
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Rys. 1. Schemat systemu Pilot Plant Cold Concentration Unit. P-101, 102, 103, 104 — pompy, K-101 —
krystalizator, M — silnik, HE-101, 102 — wymienniki ciepla
Fig. 1. Diagram of the Pilot Plant Cold Concentration Unit system. P-101, 102, 103, 104 —pumps, K-101
— crystalliser, M — engine, HE-101, 102 — heat exchangers

Proces separacji koncentratu soku ziemniaczanego metodg chromatografii zelowe;j
wykonywano wykorzystujac do tego celu chromatograf preparatywny AKTA Explorer
firmy Amersham Pharmacia (Szwecja) wyposazony w detektor UV-VIS i dwie kolumny
polaczone szeregowo: HiLoad 26/60 Superdex 75 pg oraz HiLoad 26/60 Superdex 200 pg
(Amersham Pharmacia, Szwecja). Kolumny umozliwialy rozdzial molekut o masach
czgsteczkowych zawartych w zakresie 3 x 10° — 6 x 10° Da. Analizy wykonano w
temperaturze 25°C przy objetosciowe] predkosci przepltywu fazy ruchomej wynoszacej
Iml/min. Obj¢to$¢ probki wynosita 10ml. Jako faz¢ ruchomg stosowano 0,05 M bufor
fosforanowy o pH 7,0 zawierajacy 0,15 M NaCl. W trakcie rozdzialu stosowano kolektor
frakcji (Frac-900, Amersham Pharmacia, Szwecja). Frakcje o objetosci 10 ml zbierano do
probéwek typu Falcon i przechowywano w stanie zamrozenia w temperaturze -80°C.
Krzywa wzorcowa rozkladu mas czasteczkowych sporzadzono wykorzystujac Gel
Filtration Calibration Kits (GE Healthcare) sktadajacy si¢ z 10 bialek o masach
czgsteczkowych od 6,5 x 10° Da do 6,69 x 10° Da oraz Blue Dextran 2000.

Frakcje odpowiadajace poszczegdlnym pikom uzyskanym w wyniku separacji metoda
saczenia zelowego poddano analizie elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujgcych. Rozdzialy elektroforetyczne prowadzono w ukladzie
sktadajacym si¢ z 5% zelu zageszczajacego oraz 12,5% zelu rozdzielajacego. Probki przed
naniesieniem na zel poddawano denaturacji w temperaturze 100°C, przez 10 min. Objetos¢
probek nanoszonych na zel wynosita 5 pl. Elektroforez¢ prowadzono przy napigciu 150
mV. Po zakonczeniu rozdziatu, zele barwiono metodg srebrowg wedtug Blum i in. (1987).
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Cytotoksycznos¢ soku z ziemniaka po kriokoncentracji i suszeniu rozpytowym, oraz
frakcji otrzymanych po separacji metodg chromatografii zelowej dla prawidtowych i
nowotworowych komorek przewodu pokarmowego oznaczano testem MTT wg procedury
opisanej przez Mosmann (1983). Do analizy zastosowano ludzkie komorki nowotworowe
pochodzace z raka zotadka (linia HsT476), jelita grubego (linia Caco-2 i HT-29) i watroby
(linia HepG2). Oznaczenia wykonano réwniez na prawidtowych komorkach nablonka
jelita cienkiego (linia IEC-6) oraz jelita grubego (linia NCM460). Hodowle komorek
prowadzono w pozywce DMEM z dodatkiem mieszaniny niezbg¢dnych aminokwasow
(1%), ptodowej surowicy bydlecej (10%) 1 gentamycyny (50 mg/l) w temperaturze 37°C,
w atmosferze zawierajacej 5% CO: i 95% powietrza. Na podstawie wynikow badan
wyznaczono dawki cytotoksyczne ICso, okreslajace stezenie produktow powodujace 50%
inhibicje¢ proliferacji i aktywnos$ci metabolicznej komorek.

WYNIKI I DYSKUSJA

Swiezy sok z ziemniaka stanowi roztwor zawierajacy okoto 1% zwigzkéw mineralnych
oraz 4% zwigzkoéw organicznych, gldwnie o charakterze biatkowym (ok. 2%) (Nowotny,
1972). Wykorzystanie tego surowca w charakterze zrodla substancji bioaktywnych
wymaga jego uprzedniego zatgzenia. W przemysle spozywczym efekt ten uzyskuje si¢
zwykle poprzez odparowanie wody za pomoca stacji wyparnych, koncentracj¢ za pomoca
technik membranowych oraz poprzez kriokoncentracj¢ (Dembczynski i in., 2009). Ostatnia
z wymienionych metod jest szczegodlnie interesujaca, bowiem podczas tego procesu
nastepuje wymrozenie wody w postaci krysztatow lodu, ktore sg nastgpnie usuwane z
uktadu za pomoca kolumn separacyjnych. Proces zatgzenia przebiega w temperaturze
ponizej 0°C, co pozwala na zachowanie praktycznie wszystkich substancji bioaktywnych
obecnych w badanym surowcu (Fellows, 2000).

Proces kriokoncentracji sktadal si¢ z kilku faz. Po wstepnym myciu oraz napetnieniu
instalacji surowcem nastgpowato jej odpowietrzenie oraz powolne schiodzenie do
temperatury okoto 0°C (rys. 2, Faza I). Szybkos$¢, z jaka prowadzi si¢ schtadzanie jest
odwrotnie proporcjonalna do zawarto$ci suchej substancji w surowcu. W trakcie tej fazy
na wewngtrznej powierzchni Kkrystalizatora rozpoczyna si¢ formowanie niewielkich
krysztalow lodu, ktorych srednica wynosi okoto 10 um (rys. 1, K-101).

Kolejna faza procesu (rys. 2, Faza II) polega na optymalizacji parametréw pracy
kolumny separacyjnej, stanowigcej kluczowy element instalacji produkcyjnej (rys. 1, S-
200). Kolumna zbudowana jest cylindra wyposazonego w ruchomy tlok zakonczony sitem,
na powierzchni ktdrego nast¢puje separacja lodu od koncentratu. Celem optymalizacji jest
uzyskanie krysztatow o wielko$ci 200—300 pwm oraz uformowanie stabilnego i odpowiednio
skompresowanego zloza wypehiajacego kolumng. O efektywnosci pracy kolumny
decyduje siedem wzajemnie ze soba powigzanych zmiennych.
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Rys. 2. Zmiany przewodnosci wody wymrozonej w trakcie kriokoncentracji soku z ziemniaka. Faza I —
przygotowanie instalacji, Faza II — optymalizacja parametréw pracy systemu (zawracanie wody do
zbiornika z surowcem), Faza III — kriokoncentracja w ukladzie okresowym, Faza IV —
kriokoncentracja w ukladzie ciaglym z jednoczesnym zrzutem wody oraz zat¢zonego produktu, Faza V
— mycie instalacji
Fig.2. Changes of conductance of water frozen during cryoconcetration of potato juice. Phase I —
preparation of the installation, Phase II — optimisation of process parameters (recycling of water into
container of raw material), Phase I1I - batch cryoconcentration, Phase IV — continuous
cryoconcentration with removing of water and concentrated product, Phase V — cleaning of the
installation

Poza tym parametry pracy kolumny sg zalezne od rodzaju surowca, jego skladu
chemicznego oraz lepkosci. Przy blednie dobranych zmiennych procesowych, np. przy
zbyt krétkim czasie trwania cyklu oraz zbyt wysokiej temperaturze wody ptuczacej ztoze
lodu obserwuje si¢ zjawisko kanalikowania (ang. channeling) oraz nieréwnomierny
rozklad strefy podzialu pomigdzy lodem a koncentratem (ang. viscous fingering).
W rezultacie nastgpuje mieszanie si¢ koncentratu z wodg usuwang z systemu, co objawia
si¢ okresowymi zmianami w przewodnosci (rys. 2, Faza II). Na podstawie obserwacji
zmian w przewodnosci oraz oceny stabilno$ci zloza lodu wyznaczano optymalne
parametry procesu: czas trwania cyklu: 40s; czas kompresji: 10s; temp. wody pluczacej
ztoze lodu: 3,5°C; czas pracy pompy phluczacej: 15s; czas otwarcia i zamkni¢cia zaworu
spustowego w trakcie kazdego cyklu pracy kolumny odpowiednio 9 i 5Ss.
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Rys. 3. Zmiany wybranych parametréw w trakcie III i IV fazy procesu kriokoncentracji. A -
przewodno$¢ wymrozonej wody, V- stezenie koncentratu, ® - temperatura koncentratu, ® - ilos¢
wymrozonej wody
Fig. 3 Changes of some parameters of I and IV cryoconcetration phase. A - conductance of frozen
water, V- concentration of concentrate, ® - temperature of concentrate, ® - the amount of frozen water

W 1II fazie zat¢zania, po uzyskaniu stabilnego ztoza lodu w kolumnie rozpocze¢to
usuwanie wody z uktadu, co powodowato wzrostu stezenia koncentratu (rys. 3). Proces
prowadzono ta metoda az do uzyskania st¢zenia na poziomie 31°Brix, co odpowiadato
blisko pigciokrotnemu zaggszczeniu soku. Wraz ze wzrostem zaggszczenia nastgpowal
takze wzrost przewodnosci wody, co wigzalo si¢ prawdopodobnie ze wzrostem lepkosci
koncentratu. Zbyt wysoka lepkos¢ koncentratu powoduje, ze spada wydajnos¢ produkcji
lodu oraz pojawiajg si¢ problemy z wydajnym przemywaniem zloza, co prowadzi do
wzrostu strat zatezanych substancji bioaktywnych. Celem ograniczenia wspomnianych
strat rozpoczgto zrzut koncentratu przy jednoczesnym uzupelianiu systemu $wiezym
sokiem (Faza IV, praca w systemie cigglym). Temperatura produktu podczas fazy zrzutu
oraz $rednia przewodnos¢ wody usuwanej z uktadu wynosita odpowiednio -3,8°C i 29,24
+ 2,81 uS/cm. W wyniku procesu kriokoncentracji, z 200 litrow §wiezego soku z ziemniaka
o zawartosci ekstraktu 6°Brix uzyskano okoto 40 litréw koncentratu o stezeniu ekstraktu
30,5°Brix.

Procesy obrobki niskotemperaturowej takie jak kriokoncentracja czy liofilizacja nie
zmieniajg na aktywnosci biologicznej (rozumianej jako potencjal antyoksydacyjny oraz
toksyczno$¢ w stosunku do niektorych, nowotworowych, linii komdrkowych) §wiezego
soku ziemniaczanego (Kowalczewski i in., 2012, Olejnik i in., 2011). Jak wynika z danych
przytoczonych na rysunku 4 kriokoncentrat soku ziemniaczanego okazat si¢ szczeg6lnie
toksyczny w stosunku nowotworowych linii komoérkowych Hs476T oraz Caco-2
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pochodzacych odpowiednio z zotadka i jelita grubego. Mniejsza aktywno$¢ cytotoksyczng
obserwowano w odniesieniu do prawidtowych komoérek nabtonka jelita cienkiego IEC-6 1
jelita grubego NCM460. Najstabsze dzialanie wykazano w stosunku do komoérek watroby
HepG2 pochodzenia nowotworowego, wykazujacych wiele funkcjonalnych cech
typowych dla prawidtowych hepatocytow.

HepG2 i
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o i
g o, HT20 HH
Q £ E
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@ © ]
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Dawka ICs, soku po kriokoncentracji (mg s.m./ml)
IC5, dose of cryoconcentrated juice (mg s.m./ml)

Rys. 4. Dawki cytotoksyczne obliczone dla komorek prawidlowych (linii IEC-6 i NCM460) i
nowotworowych (linii Hs476T, Caco-2, HT-29 i HepG2) pochodzacych z przewodu pokarmowego,
eksponowanych na sok z ziemniaka po procesie kriokoncentracji
Fig. 4. Cytotoxic doses calculated in normal cells IEC-6 and NCM460 cell line) and cancerous cells
(Hs476T, Ccao-2, HT-29and HepG2 cell line) derived from gastrointestinal tract, exposed to potato
juice after cryoconcentration process

Podobnie jak proces kriokoncentracji, rowniez zabieg suszenia rozpytowego nie wplynat
znaczgco na aktywno$¢ cytotoksyczng soku ziemniaczanego (rys. 5). Susz, analogicznie do
kriokoncentratu, okazal si¢ najbardziej cytotoksyczny w stosunku do komoérek nowo-
tworowych jelita grubego i zotgdka. Natomiast najmniejszy wplyw wywieral na proli-
feracje i zywotno$¢ prawidlowych komorek nabtonka jelita grubego NCM460 oraz
hepatocytow HepG2.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze za aktywno$¢ cytotoksyczng ukierunkowang na komorki
nowotworowe odpowiadaja prawdopodobnie zwigzki zawarte w soku ziemniaczanym
odporne na podwyzszong temperaturg¢. Sformutowana hipoteza wyklucza dzialanie
wysokoczasteczkowych substancji biatkowych, poniewaz aktywno$¢ biologiczna biatek
jest $cisle powigzana z ich strukturg natywng. W celu weryfikacji postawionej tezy komorki
nowotworowe nabtonka jelita grubego linii HT-29, wykazujace najwickszg wrazliwo$¢ na
dziatanie suszu soku ziemniaczanego, poddano ekspozycji na frakcje otrzymane w procesie
separacji metodg preparatywne;j filtracji zelowej. Procesowi temu poddano sok zatezony
uprzednio metoda kriokoncentracji.
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IC5, dose of dried juice (mg s.m./ml)

Rys. 5. Dawki cytotoksyczne obliczone dla komoérek prawidlowych (linii IEC-6 i NCM460) i
nowotworowych (linii Hs476T, Caco-2, HT-29 i HepG2) pochodzacych z przewodu pokarmowego,
eksponowanych na sok z ziemniaka po suszeniu rozpylowym
Fig. 5. Cytotoxic doses calculated in normal cells IEC-6 and NCM460 cell line) and cancerous cells
(Hs476T, Ccao-2, HT-29and HepG2 cell line) derived from gastrointestinal tract, exposed onto potato
juice after spray drying process
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Rys. 6. Rozdzial, metoda GPC, probki soku z ziemniaka zatezonego metodg kriokoncentracji
Fig. 6. GPC separation of cryoconcentarted potato juice
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Ze wzglgdu na martwa objetos¢ stosowanych kolumn (Vo = 200 ml) wiasciwy proces
rozdziatu obejmowatl objetos¢ retencji w zakresie 200—-650 ml eluatu. Pozwolito to na
zebranie 45 frakcji (rys. 6). Na chromatogramie GPC (rys. 6) zaobserwowano 6 pikow o
srednich masach czasteczkowych od 0,6 kDa (objetos¢ retencji 602 ml) do ponad 600 kDa
(objetos¢ retencji 602 ml).

Frakcje odpowiadajgce poszczegdlnym pikom uzyskanym w wyniku separacji metoda
saczenia zelowego poddano analizie elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujgcych (rys. 7). Wykazala ona, Ze pi¢¢ sposrdod szesciu analizowanych
frakcji zawiera substancje biatkowe. W przypadku ostatnich dwoch probek o objetosci
retencji 604 1 637 ml nie stwierdzono obecnosci biatek, mimo wysokiej absorbancji
zarejestrowanej podczas rozdziatu chromatograficznego. Ich $rednia masa czasteczkowa
wskazuje, ze moga to by¢ zarowno witaminy, aminokwasy jak i toksyczne alkaloidy.

MW [Da] - - Py
66 000
45 000
L
36 000
29 000

24 000

20 100

14 200
6 500 | —

Objetosé retencji Ve 210 220 230 285 330 366 428 604 637
Retention volume Ve

Rys. 7. Elektroforetyczny rozdzial frakcji uzyskanych po saczeniu zelowym kriokoncentratu soku
z ziemniaka
Fig. 7. Electrophoresis of the fractions obtained in gel filtration separation of potato juice

Badania cytotoksycznos$ci dla komorek nabtonka jelita grubego HT-29, frakcji
odpowiadajacych pikom na chromatogramie GPC wykazaty, ze najwigksza aktywno$cia
charakteryzowala si¢ niskoczgsteczkowa frakcja (odpowiadajaca 602. ml retencji)
zawierajaca m.in. glikoalkaloidy (rys. 8). Frakcje biatkowe (odpowiadajace 218., 285.,
330., 366. 1 428. ml retencji), mimo iz nie zostaly zdenaturowane w procesach
przetworczych, wykazywaty niewielki potencjal cytotoksyczny w stosunku do komorek
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linii HT-29. Uzyskane wyniki wskazaly na celowo$¢ oceny poziomu toksycznosci
niskoczasteczkowej frakcji soku z ziemniaka dla pozostatych komoérek przewodu
pokarmowego, w tym rowniez dla prawidtowych kultur komoérkowych.

Dane przedstawione na rysunku 9 wskazuja na aktywnos$¢ cytotoksyczng frakcji
zawierajacej zwiazki niskoczasteczkowe i potwierdzaja wyniki otrzymane w analizach
wykonanych dla kriokoncentratu i suszu soku ziemniaczanego. Frakcja niskoczastecz-
kowa, podobnie jak produkty przetworzone, w najwigkszym stopniu ograniczala
proliferacje i aktywno$¢ metaboliczng komorek nowotworowych Hs476T i HT-29,
izolowanych z raka zotadka i jelita grubego. Najmniejsza toksycznos¢ frakeji stwierdzono
dla prawidtowych komorek nabtonka jelita grubego NCM460, nastepnie dla hepatocytow
linii HepG2.
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Rys. 8. Przezywalno$¢ komorek HT-29 w obecnosci frakcji w stezeniu 20% v/v
Fig. 8 Viability of HT-29 cells cultured in the presence of fractions at concentration of 20% v/v

Przedstawione rezultaty badan wskazujg na potencjalng zdolno$¢ niskoczgsteczkowych
zwigzkow zawartych w soku z ziemniaka, odpornych na obrdbke termiczng, do
ograniczania proliferacji i zywotno$ci komorek nowotworowych, szczeg6élnie w obrebie
zoladka oraz jelit. Wyniki wstgpnych badan stanowig przestanke do podjecia kolejnych
bardziej szczegotowych prac dotyczacych wpltywu zwigzkow bioaktywnych soku
ziemniaczanego na regulacje cyklu komodrkowego oraz indukcje procesu apoptozy.
Oznaczenia cytotoksycznos$ci 1 aktywnosci biologicznej in vitro wymagaja kontynuacji 1
potwierdzenia wynikdw w testach in vivo na modelach zwierzecych oraz w badaniach
klinicznych.
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Rys. 9. Dawki cytotoksyczne obliczone dla komoérek prawidlowych (linii IEC-6 i NCM460) i
nowotworowych (linii Hs476T, Caco-2, HT-29 i HepG2) pochodzacych z przewodu pokarmowego,
eksponowanych na frakcj¢ zawierajaca zwiazki niskoczasteczkowe, otrzymana po rozdziale
kriokoncentratu soku ziemniaczanego metoda GPC
Fig. 9. Cytotoxic doses calculated in normal cells (IEC-6 and NCM460 cell line) and cancerous cells
(Hs476T, Ccao-2, HT-29and HepG2 cell line) derived from gastrointestinal tract, exposed to low
molecular mass fraction obtained during GPC separation of cryoconcentrated potato juice

WNIOSKI

Przeprowadzone badania wykazaty, ze produkty przetworstwa soku ziemniaczanego,
podobnie jak $wiezy sok, posiadaja potencjat cytotoksyczny w odniesieniu do komoérek
nowotworowych zoladka i jelita grubego. W szczegdlnosci wykazano Ze:

— proces suszenia rozpylowego w niewielkim stopniu obniza aktywno$¢ biologiczng soku

z ziemniaka
— proces kriokoncentracji pozwala na pigciokrotne zatezenie skladnikow soku

ziemniaczanego, ktore nastepnie moga by¢ efektywnie separowane na frakcje roznigce

si¢ masa czasteczkowg w procesie filtracji zelowej

— najwigkszg cytotoksycznoscig skierowang specyficznie na komorki nowotworowe
cechuje si¢ niebiatkowa, odporna na obrobke termiczng frakcja o masie czasteczkowe;j
ponizej 1 kDa.

LITERATURA

Blum H., Beier H., Gross H. J.1987. Improved silver staining of plant proteins, RNA and DNA in

polyacrylamide gels. Electrophoresis 8: 93 — 99.
Burlingame B., B Mouille B., Charrondiere R. 2009. Nutrients, bioactive non-nutrients and anti-nutrients in

potatoes. Critical Review. J. Food Compos. Anal. 22: 494 — 502.
342



Grazyna Lewandowicz ...

Chrubasik S., Chrubasik C., Torda T., Madish A. 2006. Efficacy and tolerability of potato juice in dyspeptic
patients: A pilot study. Phytomedicine 13: 11 — 15.

Dembczynski R., Biatas W., Bieganska-Marecik R., Jankowski T. 2009. Wplyw metody zaggszczania na
wlasciwosci wybranych sokéw owocowych. Aparatura Badawcza i Dydaktyczna 1: 63 — 69.

Fellows P.J., 2000. Food Processing Technology, 2™ ed. Woodhead Publishing, Cambridge, England. Part IT-
Iv.

Jerzykiewicz J. 2007. Alkaloidy roslin z rodziny psiankowatych (Solanaceae). Postepy Biochem. 53 (3): 287
— 296.

JiY.B.,Gao S.Y., Ji C.F., Zou X. 2008. Induction of apoptosis in HepG2 cells by solanine and Bcl-2 protein.J.
Ethnopharmacol. 115: 194 — 202.

Korpan Y.I. Nazarenko E.A. Skryshevskaya, Martelet C., Jaffrezic-Renault N., El’skaya A.V. 2004. Potato
glycoalkaloids: true safety or false sense of security. Trends Biotechnol. 22: 147 — 151.

Kowalczewski P., Celka K., Biatas W., Lewandowicz G. 2012. Antioxidant activity of potato juice. Acta Sci.
Pol., Technol. Aliment. 11 (2): 175 — 181.

Kuo K-W., Hsu S-H., Lin W-L., Liu L-F., Chang L-C. Lin C-C., Lin C-N., Sheu H-M. 2000. Anticancer
Activity Evaluation of the Solanum Glycoalkaloid Solamargine, Biochem. Pharmacol. 60: 1865 — 1873.

Lutaladio NB., Castaldi L. 2009. Potato: The hidden treasure. J. Food Compos. Anal. 22: 491 — 493.

Lekra S., Schiller R.B., Egelandsdal B., Engebretsen B., Stractkvern K.O. 2009. Comparison of composition,
enzyme activity and selected functional properties of potato proteins isolated from potato juice with two
different expanded bed resins. LWT — Food Sci. Technol. 42: 906 — 913.

Miedzianka J., P¢ksa A., Smolarczyk E. 2010. Zastosowanie przemystowego soku ziemniaczanego do
otrzymywania preparatow biatka arylowanego. Zeszyty Problemowe Postgpéw Nauk Rolniczych 557: 261
—273.

Miedzianka J., Peksa A., Aniotowska M. 2012. Properties of acetylated potato protein preparations. Food
Chem. 133: 1283 — 1291.

Mosnmann T. 1983. Rapid colorimetric assay for estimation for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods 65: 55 — 63.

Nowotny F. 1972. Technologia przetworstwa ziemniaczanego. Wydawnictwo Naukowo-Techniczne,
Warszawa.

Olejnik A, Biatas W., Tomczyk J., Lewandowicz G. 2011. Cytotoksyczno$¢ i genotoksycznos¢ soku z
ziemniaka. Zeszyty Naukowe Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu nr 205: 118 — 125.

Pastuszewska B., Taciak M., Tu$nio A. 2007. Koncentrat bialka ziemniaczanego w zywieniu zwierzat
monogastrycznych. Postepy Nauk Rolniczych 5: 91 — 106.

Peksa A., Gotubowska G., Rytel E., Lisinska G., Aniotowski K. 2002. Influence of harvest date on the
glycoalkaloid contents of three potato varieties. Food Chem. 78: 313 — 317.

Peksa A., Golubowska G., Aniotowski K., Lisinska G., Rytel E., 2006. Changes of glycoalkaloids and nitrate
contents in potatoes during chip processing. Food Chem. 97: 151 — 156.

Pouvreau L., Gruppen H., Piersma S. R., van den Broek A. M., van Koningsveld G.A., Voragen A. G. J. 2001.
Relative Abundance and Inhibitory Distribution of protease inhibitors in potato juice from cv. Elkana. J.
Agr. Food Chem. 49: 2864 — 2874.

Ruseler-van Embden J. G. H., van Lieshout L. M. C., Laman J.D., 2004, Methods and means for preventing or
treating inflammation or prurities. Patent USA 6: 723,354.

Rytel E. 2010. Wybrane substancje odzywcze i antyzywieniowe ziemniaka i zmiany ich zawarto$ci podczas
przetwarzania na produkty spozywcze. Zeszyty Problemowe Postgpéw Nauk Rolniczych 557: 43 — 61.

Saleem T.S,M., Chetty C.M., Ramkanth S., Alagusundaram M., Gnanaprakash K., Rajan V.S.T,
Angalaparameswari S. 2009. Solanum nigrum Linn. — A review. Pharmacogn. Rev. 3 (6): 342 — 345.

Tajner-Czopek A., Rytel E., Kita A., Peksa A., Hamouz K. 2012. The influence of thermal process of coloured
potatoes on the content of glycoalkaloids in the potato products. Food Chem. 133: 117 — 1122.

Tusnio A. Pastuszewska B. Swiech E. Taciak M. 2011. Response of young pigs to feeding potato protein and
potato fibre — nutritional, physiological and biochemical parameters. J. Anim. Feed Sci. 20 (3): 361 —
378.

343


http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=TS+Mohamed+Saleem&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=C+Madhusudhana+Chetty&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=S+Ramkanth&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=M+Alagusundaram&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=K+Gnanaprakash&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=VS+Thiruvengada+Rajan&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.phcogrev.com/searchresult.asp?search=&author=S+Angalaparameswari&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/5c943958e8048a500ec2d1a06bf36fc0
http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/e7b9f700d3defe4e3eb7351d9e37587b
http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/c120a6e59150fe3f6d5f3277e3f00996
http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/e60d14c30b24cc1c85a412f3b2111bd7
http://agro.icm.edu.pl/agro/element/bwmeta1.element.dl-catalog-131d4ab6-8bc8-4328-9f06-ed2ff18b7e36
http://agro.icm.edu.pl/agro/element/bwmeta1.element.dl-catalog-1ebc32b8-deeb-4fb9-a5cc-f71ce5d7d787?q=91bbd355-cc1e-47a9-a654-536d594bb21a$8&qt=IN_PAGE
http://agro.icm.edu.pl/agro/element/bwmeta1.element.dl-catalog-1ebc32b8-deeb-4fb9-a5cc-f71ce5d7d787?q=91bbd355-cc1e-47a9-a654-536d594bb21a$8&qt=IN_PAGE
http://agro.icm.edu.pl/agro/element/bwmeta1.element.agro-journal-29e34bb6-4669-4cb9-824b-efab1784cb13
http://agro.icm.edu.pl/agro/element/bwmeta1.element.dl-catalog-ed23d9a3-923b-4b5c-a6a7-94048e55f9e8
http://agro.icm.edu.pl/agro/element/bwmeta1.element.dl-catalog-3e4b9fb1-7136-46db-ab80-795994db82e0

Grazyna Lewandowicz ...

Vlachojannis, J.E., Cameron M., Chrubasik S. 2010. Medicinal Use of Potato-derived Products, A Systematic
Review. Phytother. Res. 24.

Zgorska K., Czerko Z., Grudzinska M. 2006. Wpltyw wybranych czynnikéw na zawarto$¢ glikoalkaloidéw w
bulwach ziemniaka. Zyw. Nauk. Technol. Ja. 1 (46) Supl.: 229 — 234.

Zwijnenbergh H.J. Kemperman A.J.B. Boerrigter M.E. Lotz M. Dijksterhuis J.F. Poulsen P.E., Klops G.-H.
2002. Native protein recovery from potato fruit juice by ultrafiltration. Desalination 144: 331 — 334.

344



