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Streszczenie

Cukrzyca jest jednym z gtéwnych probleméw zdrowotnych na $wiecie, bowiem jest powszechnie
wystepujgcg chorobg, a nawet zostata uznana za epidemie. Jedng z cech charakterystycznych tej
choroby jest wysoki poziomu glukozy we krwi (hiperglikemia), ktéry powstaje wskutek zaburzen
w produkgeji lub dziataniu insuliny. Jedng ze strategii obnizania poziomu cukru we krwi u chorych
na cukrzyce typu 2 jest zmniejszenie ilosci uwalnianej z positku glukozy na drodze hamowania
enzymow trawiennych rozktadajacych weglowodany, czyli o-glukozydazy i a-amylazy. Ze wzgledu
na wystepowanie dziatan niepozadanych wywotywanych przez obecnie stosowane leki konwencjonalne,
celowe jest poszukiwanie alternatywnych inhibitoréw enzyméw glikolitycznych pochodzenia
naturalnego. Powyzszg aktywnos¢ wykazujg m.in. wtérne metabolity roslinne, w tym zwigzki fenolowe.

W niniejszej pracy jako Zrddto zwigzkéw fenolowych wykorzystano pozostatos¢ po ekstrakcji
szyszek chmielowych nadkrytycznym CO,, czyli wychmieliny. Uzycie produktu odpadowego wpisuje sie
w terazniejszy trend ograniczania powstawania odpaddw poprzez wykorzystywanie ich jako materiatu
wyjsciowego do powstawania nowych produktow. Pod katem aktywnosci inhibicyjnej wobec
a- glukozydazy i a-amylazy przeanalizowano ekstrakt z wychmielin oraz frakcje wydzielone po jego
rozdziale na ztozu Sephadex™ LH-20.

W pracy postawiono hipoteze badawcza, ze wiasciwosci inhibicyjne zwigzkow fenolowych
pochodzgcych z wychmielin sg zalezne od zrédta pochodzenia enzymow glikolitycznych oraz od rodzaju
uzytych substratow. W celu sprawdzenia powyzszego zatozenia zbadano aktywno$é antyamylolazowa
stosujac trzy Zrédta enzymu: $line ludzka, trzustke ludzka i wieprzowa w modelu z piecioma rodzajami
skrobi. Wtasciwosci hamowania o- glukozydazy przez sktadniki wychmielin okreslono dla enzymoéw
pochodzacych z droidiy S. cerevisiae i szczurzych jelit oraz dla pieciu substratéw, w tym dwéch
syntetycznych oraz trzech naturalnych. W niniejszej pracy po raz pierwszy w badaniach nad
poszukiwaniem inhibitorow enzymoéw glikolitycznych zastosowano taka réinorodnosé enzymow
i substratow. Dodatkowo waznym aspektem pracy byto okreslenie sktadu ilosciowego i jakosciowego
uzytego ekstraktu oraz jego frakcji metodg UPLC-PDA-Q/TOF-MS celem wskazania zwigzkéw
fenolowych odpowiedzialnych za zaobserwowane wiasciwosci biologiczne.

Pierwszy etap badar polegal na dokonaniu rozdziatu zwigzkéw fenolowych zawartych
w ekstrakcie z wychmielinach na ztozu Sephadex LH-20 z wykorzystaniem roztworéw wodnych
metanolu z jego wzrastajgcym udziatem (od 25 do 80%) oraz 70% acetonu. W oparciu o dane
spektrofotometryczne uzyskane dla eluowanych prébek wydzielono 7 frakcji. Kolejnym etapem byto
okreslenie zawartosci zwigzkdw fenolowych w ekstrakcie z wychmielin i jego frakcjach
z zastosowaniem metod spektrofotometrycznych i chromatograficznych. Otrzymane wyniki wskazujg

na rozdziat zwigzkdw fenolowych zawartych w ekstrakcie z wychmielin, na co wskazujg uzyskane dane



dotyczgce sktadu jakosciowego i ilosciowego zwigzkdw fenolowych oraz okreslone wartosci sredniego
stopnia polimeryzacji proantocyjanidyn. Waznym aspektem pracy byto okreslenie profilu fenolowego
ekstraktu i frakcji, w ktorych zidentyfikowano 97 zwigzkéw fenolowych nalezgcych do kwaséw
hydroksybenzoesowych (3 zwigzki), kwaséw hydroksycynamonowych (9 zwigzkdw), flawonali (28 zwigzkdw),
stilbendw (1 zwiazek), monomerdw flawan-3-oli (4 zwigzki) oraz proantocyjanidyn (51 zwigzkéw), a takie
innych polifenoli (1 zwigzek). Nalezy podkresli¢, ze 11 zwigzkow fenolowych zostato opisanych po raz pierwszy
jako zwigzki obecne w szyszkach chmielowych.

Zasadnicza cze$¢ badar polegata na okreéleniu potencjatu przeciwcukrzycowego badanego ekstraktu
z wychmielin oraz jego frakcji. Potencjat ten okreélono metodami in vitro jako efektywnosé hamowania
aktywnosci a- glukozydazy i a-amylazy réinego pochodzenia. a-Glukozydazy byly badane w ukfadzie
z nastepujacymi  substratami: glukopiranozyd p- nitrofenolu  (pNPG) i a-D-glukopiranozyd
4- metyloumbeliferonu (MUG), maltoza, sacharoza oraz dekstryny. Natomiast dla a-amylaz
zastosowano 5 rodzajow skrobi: ziemniaczang, pszenng, kukurydziang, ryzowa i tapiokowg. Oznaczono
rowniez potencjat antyoksydacyjny badanych préb jako zdolnosé do zmiatania wolnych
kationorodnikéw ABTS** oraz rodnikéw nadtlenkowych ze wzgledu na nadmierne wytwarzanie
reaktywnych form tlenu w stanie przewlekiej hiperglikemii. Otrzymane wyniki wskazuja, ze ekstrakt
z wychmielin jest bogatym Zrédtem zwigzkéw fenolowych, w szczegdlnosci glikozylowanych flawonoli
oraz form monomerycznych flawanoli jak i proantocyjanidyn. Stwierdzono duze zréznicowanie
wtadciwosci inhibicyjnych ekstraktu z wychmielin i jego frakeji w zaleznosci od pochodzenia enzymu
oraz zastosowanego substratu. Wykazano, ze aktywnymi inhibitorami a-glukozydazy ssaczej
prawdopodobnie sg glikozylowane flawonole oraz monomery flawanolowe jak réwniez
proantocyjanidyny. Z kolei, za wiasciwosci inhibicyjne ekstraktu z wychmielin wobec badanych
a- amylaz odpowiadajg gtéwnie proantocyjanidyny. Ponadto ekstrakt z wychmielin oraz jego frakcje
charakteryzowaly sie wysokim potencjatem antyoksydacyjnym.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wykazaty wtasciwosci przeciwcukrzycowe wychmielin
oparte na inhibicji enzyméw glikolitycznych odpowiedzialnych za trawienie weglowodandw
i uwalnianie glukozy. Ponadto, duze zréznicowanie wynikow w zaleznosci od zastosowanego uktadu
pomiarowego wskazujg na potrzebe standaryzacji metod okreslajgcych wyiej opisane aktywnosci,
szczegdlnie w przypadku badania ztozonych ekstraktéw roslinnych. Wychmieliny mogtyby stanowi¢
doskonaty surowiec do wzbogacania zywnosci funkcjonalnej lub preparatéw farmaceutycznych
o charakterze suplementdw diety z przeznaczeniem dla o0séb z cukrzyca typu 2. lednakze, niezbedne
sg dalsze badania potwierdzajace dziatanie przeciwcukrzycowe wychmielin i bezpieczenstwo ich

stosowania.




