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1. Streszczenie

Wraz ze wzrostem kosztow zywnoS$ci i pasz, w przemysle produkcji zwierzecej
konieczne staje si¢ poszukiwanie alternatywnych zrédet materialtdow paszowych,
w szczegdlnosci produktow pozyskanych z przetworstwa rolno-spozywczego, bedacych
pozostatoscig przy przetwarzaniu surowcoOw roslinnych. Z uwagi na §lad weglowy
w zrownowazonym lancuchu zywnos$ciowym oraz czynniki ekonomiczne i spoteczne,
coraz wigkszego znaczenia w zywieniu zwierzat nabiera wykorzystanie produktow
ubocznych powstatych przy produkcji owocow. Zaréwno dyskwalifikaty, jak i produkty
uboczne przetwarzania owocOw, moga by¢ skutecznie wykorzystywane w zywieniu
zwierzat jako zrodto funkcjonalnych sktadnikéw pasz do wytwarzania produktow
zwierzecych o lepszej jakosci. Produkty uboczne przemystu spozywczego sa czesto dla
przetworcow zbedne, a przez to tansze w pozyskaniu przez producentow zwierzat.
Przyktadem takiego surowca moze by¢ rokitnik zwyczajny (Hippophae rhamnoides L.).
Wszystkie czesci rokitnika zwyczajnego stanowig zrodlo wielu substancji 0 charakterze
odzywczym i prozdrowotnym. Obecnie wykorzystywane sg gldwnie owoce i nasiona. Po
zbiorze owocOw pozostajg liScie, ktére mozna wykorzysta¢, jako material paszowy,
o roOwnie wysokiej warto$ci odzywcze;.

Celem przeprowadzonych badan byla wszechstronna ocena wartosci pokarmowej,
profilu zwiazkow bioaktywnych oraz potencjalu antyoksydacyjnego liSci rokitnika
zwyczajnego czterech odmian — Ascola, Habego, Hergo i Leikora, zebranych
w trzech kolejnych latach — 2014, 2015, 2016.

W  materiale badawczym oceniono zawartos¢ podstawowych skladnikow
odzywczych, frakcje wiokna pokarmowego oraz sktad aminokwasowy. Dokonano réwniez
oceny jako$ci biatka wykorzystujac dwa wzorce aminokwaséw (dla zwierzat i ludzi).
Okreslono potencjat antyoksydacyjny etanolowych ekstraktow lisci rokitnika z uzyciem
technik spektrofotometrycznych (ABTS, DPPH) i fotochemiluminescencji (PCL) oraz
jakosciows i iloSciowa analiz¢ zwigzkoéw fenolowych. Oznaczono zawarto$¢ polifenoli,
flawonoidow, flawonoli, antocyjanéw, proantocyjanidyn oraz tanin ogdtem.
Przeprowadzono réwniez analizy majace na celu okreslenie zawartosci rutozydu,
kwercetyny, delfinidyny, peonidyny, cyjanidyny, a takze chelerytryny.

W pierwszej publikacji [P-1] wykazano zroznicowanie sktadu chemicznego lisci
rokitnika. Analizowane zrodta zmiennosci (rok, genotyp) wplynely zaro6wno na sktad

podstawowy, aminokwasowy, a takze zawarto$§¢ substancji bioaktywnych. Zawartos$¢
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biatka w lisciach rokitnika byta wysoka i wyniosta srednio (odmiany i roku zbioru) 18,26
9/100 s.m. Srednia zawarto$¢ aminokwaséw egzogennych w biatku lisci rokitnika
zwyczajnego wyniosta 37,88 g/16 g N, uwzgledniajac wzorzec dla dorostego czlowieka
(MH), i 44,23 g/16 g N, w odniesieniu do wzorca dla zwierzat (WE). Bez wzgledu na
wzorzec biatka (MH, WE) pierwszym aminokwasem limitujagcym jako$¢ biatka lisci
rokitnika zwyczajnego, byt tryptofan. Wartos¢ wskaznika aminokwasu ograniczajacego
(CS) w przypadku tryptofanu podlegata statystycznej modyfikacji przez wszystkie
testowane czynniki. Wyniki przeprowadzonych analiz nad sktadem podstawowym oraz
aminokwasowym wskazuja, ze liScie rokitnika zwyczajnego moga by¢ cennym surowcem
do wykorzystania jako material paszowy, jako cze$ciowy zamiennik typowych zrodet
biatka w zywieniu zwierzat.

Oceng potencjatu przeciwutleniajagcego zywnos$ci prowadzi si¢ przy pomocy testow
w roznych uktadach i wykorzystujacych odmienne mechanizmy reakcji. W drugiej
publikacji [P-2] zastosowano testy oceniajagce zdolno$¢ ekstraktow do hamowania
wolnych stabilnych rodnikéw: DPPH™ i ABTS™". Zastosowanie do oceny potencjatu
antyoksydacyjnego rodnika DPPH pozwala na ocen¢ jedynie przeciwutleniaczy
hydrofobowych, w przeciwienstwie do rodnika ABTS, ktory reaguje zar6wno
z przeciwutleniaczami hydrofobowymi, jak i hydrofilowymi. W pracy zastosowano
rowniez jedng z niestandardowych metod oceny potencjatu przeciwutleniajacego - metode
fotochemiluminescencji (PCL, photochemilumiescence). Ekstrakty z lici rokitnika
wykazaty silne dziatanie przeciwutleniajace w testach DPPH i ABTS (RSA, od 56,33 do
98,25%). Material badawczy redukowat znaczaco zarowno rodnik DPPH™, jak i ABTS™
w badanych probach. Ze wzgledu na lipofilowa nature rodnika DPPH™", zaobserwowano
niewielka roznice w aktywnosci antyoksydacyjnej badanych odmian mierzonej metoda
DPPH w poréwnaniu z testem ABTS. Dokonano roéwniez oceny potencjatu
przeciwutleniajgcego lisci rokitnika metoda PCL. Metoda ta nie potwierdzita
zréznicowania potencjatu antyoksydacyjnego surowca pochodzacego z réznych sezondéw
wegetacyjnych. Poddane analizie ilosciowej zwigzki fenolowe, sa ogdlnie uwazane za
gléwne czynniki determinujace zdolno$¢ antyoksydacyjng roslin. Zawarto$¢ flawonoidow
ogbétem w lisciach rokitnika zwyczajnego byta wysoka i wyniosta 281,76 mg QEE/1 g s.m.
Srednia zawarto$¢ flawonoli wyniosta 80,19 mg QEE/1 g s.m. Zawarto$¢ poszczegdlnych
flawonoidow w badanym materiale wykazywata roznice statystyczne przy analizowanych
czynnikach eksperymentalnych — odmiana i sezon wegetacyjny. Na zawarto$¢

proantocyjanidyn, antocyjandw i tanin ogotem istotny wplyw miato pochodzenie surowca
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(sezon wegetacyjny). Badane licie rokitnika zwyczajnego sa bogatym zrodtem PAC (do
18,517 mg/ 1g s.m.). Wykazano, ze liScie rokitnika zwyczajnego sg rowniez doskonatym
zrodtem rutozydu, kwercetyny oraz delfinidyny, peonidyny i cyjanidyny. Analizy w
ramach publikacji P-2 potwierdzily obecno$¢ chelerytryny w lisciach rokitnika
Zwyczajnego.

Przeprowadzone badania w pracy doktorskiej stanowig zaréwno kompleksowa
analiz¢ warto$ci odzywczej liSci rokitnika zwyczajnego, jak i oceng ich wiasciwos$ci
antyoksydacyjnych. Badania wykazaty, ze produkt uboczny, powstaty przy produkcji
owocow rokitnika zwyczajnego, moze by¢ cennym materialem paszowym o duzym

potencjale prozdrowotnym.

Stowa Kkluczowe: Hippophae rhamnoides L., makrosktadniki, metabolity wtorne,

potencjat antoksydacyjny, produkt uboczny, dodatek funkcjonalny
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2. Abstract

As food and feed costs increase, the animal production industry needs to look for
alternative sources of feed materials, in particular products obtained from agri—food
processing, which are residues from the processing of plant raw materials. Due to the
carbon footprint of a sustainable food chain and economic and social factors, the use of
by—products from fruit production is becoming increasingly important in animal nutrition.
Both disqualified products and fruit processing by-products, can be effectively used in
animal nutrition as a source of functional feed ingredients to produce better quality animal
products. Food industry by—products are often redundant for processors and therefore
cheaper to obtain by animal producers. An example of such a raw material is sea buckthorn
(Hippophae rhamnoides L.). All parts of sea buckthorn are a source of many nutritional
and health-promoting substances. Currently, mainly fruits and seeds are used. After
harvest, the leaves remain and can be used as fodder material with equally high nutritional
value.

The aim of the research was a comprehensive assessment of the nutritional value,
profile of bioactive ingredients and antioxidant potential of sea buckthorn leaves of four
cultivars — Ascola, Habego, Hergo and Leikora, collected in three years — 2014, 2015,
2016.

In the research material the levels of basic nutrients, dietary fiber fractions and
amino acid composition were assessed. Protein quality was also assessed using two amino
acid standards (for animals and humans). The antioxidant potential of ethanol extracts of
sea buckthorn leaves was determined using ABTS, DPPH and PCL techniques, as well as
qualitative and quantitative analysis of phenolic compounds. The levels of polyphenols,
flavonoids, flavonols, anthocyanins, proanthocyanidins and total tannins were specified.
Analyzes were also carried out to determine the content of rutoside, quercetin, delphinidin,
peonidin, cyanidin, and chelerythrine.

The first publication [P-1] showed differences in the chemical composition of
leaves sea buckthorn. The analyzed sources of variability (year, genotype) influenced both
the basic and amino acid composition as well as the content of bioactive substances.
Protein content in sea buckthorn leaves was high and amounted to an average (variety and
harvest year) of 18.26 g/100 dry matter. Average content of exogenous amino acids in sea
buckthorn leaf protein was 37.88 g/16 g N, considering the standard for an adult human
(MH), and 44.23 g/16 g N, related to the animal standard (WE). Irrespective of protein
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standard (MH, WE), the first amino acid limiting the quality of sea buckthorn leaf protein,
was tryptophan. Limiting amino acid index value (CS) in the case of tryptophan was
statistically modified by all tested factors. The results of the analyzes carried out on the
basic and amino acid composition indicate that sea buckthorn leaves may be a valuable raw
material for use as feed material, as a partial replacement for typical protein sources in
animal nutrition.

The assessment of the antioxidant potential of food is carried out using tests in
various systems and using different reaction mechanisms. In the second publication [P-2],
tests were used to assess the ability of extracts to inhibit free stable radicals: DPPH" and
ABTS™". The use of the DPPH radical to assess the antioxidant potential allows for the
assessment of only hydrophobic antioxidants, unlike the ABTS radical, which reacts both
with hydrophobic and hydrophilic antioxidants. The study also uses one of the
non-standard methods for assessing antioxidant potential — photochemiluminescence
(PCL) method. Sea buckthorn leaf extracts showed strong antioxidant activity in DPPH
and ABTS tests (RSA, from 56.33 to 98.25%). The research material significantly reduced
both the DPPH"" and ABTS"" radicals in the tested samples. Due to the lipophilic nature of
the DPPH'" radical, a slight difference was observed in the antioxidant activity of the
tested varieties measured by the DPPH method compared to the ABTS test. The
antioxidant potential of sea buckthorn leaves was also assessed using the PCL method.
This method did not confirm differences in the antioxidant potential of raw materials from
different growing seasons. Phenolic compounds, also measured quantitatively, are
generally considered to be the main factors determining the antioxidant capacity of plants.
The content of total flavonoids in sea buckthorn leaves was high and amounted to 281.76
mg QEE/1 g of dry matter. The average flavonol content was 80.19 mg QEE/ 1 g dry
matter. The content of individual flavonoids in the tested material showed statistical
differences with the analyzed experimental factors — variety and growing season. The
origin of the raw material (growing season) had a significant influence on the content of
proanthocyanidins, anthocyanins and total tannins. The tested sea buckthorn leaves are
a rich source of PAC (up to 18.517 mg/ 1g dry matter). It has been shown that sea
buckthorn leaves are also an excellent source of rutoside, quercetin, delphinidin, peonidin
and cyanidin. Analyzes in publication P-2 confirmed the presence of chelerythrine in sea
buckthorn leaves.

The research conducted in the doctoral thesis constitutes both a comprehensive

analysis of the nutritional value of sea buckthorn leaves and an assessment of their
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antioxidant properties. Research has shown that the by-product resulting from the
production of sea buckthorn fruit can be a valuable feed material with high
health—promoting potential.

Keywords: Hippophae rhamnoides L., macronutrients, secondary metabolites,

antioxidant potential, by—product, functional additive
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3. Wstep i uzasadnienie podjetych badan

Celem rolnictwa jest dostarczanie ptodéow rolnych, w tym surowcéw z réznego
rodzaju ro$lin, na cele pokarmowe (dla ludzi) oraz paszowe (dla zwierzat).
Bezpieczenstwo zywnos$ciowe stanowi jedno z najwazniejszych $wiatowych wyzwan.
Zwigzane jest to, przede wszystkim, z rosngcg liczbg ludnos$ci. Szacunkowe wyliczenia
wskazuja, ze liczba ludnos$ci na $wiecie w 2050 roku moze osiggna¢ ponad 10 miliardow
(Binder i in., 2019; Andersone i in., 2023). Dlatego tez rosnacg potrzebg jest zwigkszenie
globalnej produkcji zywnosci. Jednocze$nie, Wraz ze wzrostem kosztow zywnosci i pasz,
w przemysle produkcji zwierzg¢cej konieczne staje si¢ poszukiwanie alternatywnych zrodet
materialdow paszowych, w szczegdlnosci produktow pozyskanych z przetwodrstwa rolno-
spozywczego, bedacych pozostatosécig przy przetwarzaniu surowcow roslinnych (Ferreira—
Santos i in., 2024; Hamieau i in., 2024). Z uwagi na $lad weglowy w zrownowazonym
fancuchu Zzywnos$ciowym oraz czynniki ekonomiczne i1 spoteczne, cOraz wigkszego
znaczenia w zywieniu zwierzat nabiera wykorzystanie produktow ubocznych powstatych
przy produkcji owocow (Sapkota i in., 2021). Zarowno dyskwalifikaty, jak i produkty
uboczne przetwarzania owocOw, moga by¢ skutecznie wykorzystywane w zywieniu
zwierzat jako zrédto funkcjonalnych sktadnikéw pasz do wytwarzania produktow
zwierzecych o lepszej jakosci.

Przyktadem takiego surowca moze by¢ rokitnik zwyczajny (Hippophae rhamnoides
L.) nalezacy do rodziny oliwnikowatych (Elaeagnaceae), lisciasty, dwupienny krzew,
kojarzony w Polsce zwykle z regionem nadmorskim, gdzie porasta wydmy, tworzac geste
zarosla (Niesteruk i in., 2013; Gatlan i Gutt, 2021). Uprawa w Polsce tego gatunku zajmuje
si¢ waskie grono plantatoréw. Pierwsze sadzonki sprowadzono z Lotwy. To kraj, w ktorym
stale rosng nasadzenia tej rosliny. W 2020 roku rokitnik byt trzecim co do wielkosci
nasadzen gatunkiem owocOw uprawianych na plantacjach na Lotwie, po jabtoniach
1 porzeczkach czarnych (Drevinska i Moroeko-Bieevska, 2022). Ze wzgledu na cenne
wlasciwosci odzywcze i prozdrowotne, rokitnik jest plasowany w pierwszej dziesigtce
surowcow do produkcji  zywnosci funkcjonalnej wedlug Organizacji Narodoéw
Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (FAO, Food and Agriculture
Organization of the United Nations), a takze kosmetykow i lekow (Arora i in. 2012,
Zakynthinos i Varzakas, 2015; Suryakumar i Gupta, 2021). Kraj, w ktorym rokitnik jest
ro$ling bardzo popularng sg rowniez Chiny, gdzie wykorzystywany jest zarowno na skale
przemystowa, jaki i w medycynie tradycyjnej (Nybom i in., 2023; Mei i in., 2023).
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Rokitnik zwyczajny jest rosling tatwa w uprawie i bardzo tolerancyjna, dlatego
mozna go uprawia¢ nawet na mato zyznym, piaszczystym i wapiennym podiozu. Rosnie
rowniez w warunkach suszy (Rongsen, 1992; Ahmad i Kamal, 2002). Roslina ta od
wiekow stosowana byta w medycynie niekonwencjonalnej w réznych cze$ciach $wiata
(Pundir i in., 2021; Chen i in., 2023; Bayir i in., 2024). W starozytnym Tybecie stosowano
ja przy zaburzenia zotadkowo-jelitowych, w Mongolii jako $rodek uspokajajacy, a Grecy
wykorzystywali jako srodek weterynaryjny (Bouloumpasi i in., 2024; Coscarella i in.,
2024; Tapia-Quirds i in., 2024).

Owoce rokitnika znane sa z wysokiego st¢zenia witaminy C, zawarto$ci
karotenoidéw, tokoferoli i innych zwigzkéw bioaktywnych, a takze z wartoSciowego
profilu lipidowego (Guo i in., 2017; Wei i in., 2022; Ciesarova i in., 2020; Dong i in.,
2023). Dienaité i in. (2020) zidentyfikowali w wytlokach z owocow rokitnika zwyczajnego
ponad 28 metabolitow wtornych o dzialaniu przeciwutleniajacym. Gtownag grupe
wspomnianych zwigzkéw stanowity flawonole, w tym — izoramnetyna, kwercetyna,
glikozydy kemferolu oraz katechiny.

Karotenoidy zlokalizowane sg gltéwnie w miegkkich cze$ciach owocoOw rokitnika
zwyczajnego, nadajac im charakterystyczny pomaranczowo—zo6tty kolor (Teleszko i in.,
2015). Zawartos¢ karotenoidow ogotem wynosi od 53 do 97 mg/100 g suchej masy
owocow rokitnika zwyczajnego (Pop 1 in., 2014). Owoce zawieraja dwie rdzne frakcje
oleju: jedng uzyskang z nasion i druga z migzszu. Nienasycone kwasy tluszczowe
1 tokoferole sg gldownymi sktadowymi obu tych frakcji, jednakze r6znig si¢ one znaczaco
pod wzgledem stezenia. Olej z nasion zawiera wigksze stezenie tokoferoli 1 kwasu
alfa—linolenowego, podczas gdy olej z migzszu ma wigksze stgzenie kwasu
palmitooleinowego (Kallio i in., 2002). Owoce, migzsz i olej z nasion rokitnika sg
stosowane w zywieniu cztowieka i w zywieniu zwierzat wykazujac pozytywny wpltyw na
zdrowie (Criste i in., 2020; Vilas—Franquesa i in., 2020; Qin i in., 2020; Bosko i in., 2021;
Tkacz i in. 2021). Yan i in. (2023) wykazali, ze dodatek wytlokéw z owocow rokitnika
zwyczajnego, na poziomie od 1,0 do 2,0% ma korzystny wptyw na produkcje, funkcje
odporno$ciowg 1 status antyoksydacyjny odsadzanych prosigt. Badanie przeprowadzone
przez Dannenberger 1 in. (2018) wykazalo wplyw suplementacji wytlokami z rokitnika
zwyczajnego w diecie rosngcych $win na zawarto$¢ kwasoéw thuszczowych we krwi
1 podwzgbérzu, na obwodowe parametry odpornosciowe oraz na receptor

mineralokortykoidowy i receptor glukokortykoidowy w podwzgorzu i $ledzionie.
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Nasiona zawarte w owocach rokitnika zwyczajnego pozyskuje sie najczesciej ze
wzgledu na zawarto$¢ tluszczu surowego — OK. 12% (Nogala-Kalucka i in., 2010)
i korzystny profil kwasoéw ttuszczowych (Li i in., 2016). Stanowig réwniez dobre Zrodio
szeregu rdéznych zwigzkow bioaktywnych (m.in. rézne flawonoidy, gléwnie kemferol
I kwercetyne, a takze proantocyjanidyny, katechiny, saponiny triterpenoidowe) (Kalio i in.,
2002; Stawinska i in., 2023). Wykazano, ze suplementacja olejem z nasion rokitnika
zwyczajnego normalizuje ci$nienie krwi u o0s6b z nadci$nieniem tetniczym, (Srednie
ci$nienie skurczowe zmniejszylto si¢ 0 9,57 mmHg, a érednie cisnienie rozkurczowe o0 4,96
mmHg, po 30 dniach suplementacja olejem), a takze statystycznie istotne zmniejsza
stezenie cholesterolu, w tym frakcji LDL (low-density lipoprotein) oraz triacylogliceroli
u 0sob z hipercholesterolemia. Poprawia rdwniez status antyoksydacyjny zard6wno u osob
z nadci$nieniem, jaki i u 0s6b z ci$nieniem prawidlowym (Vashishtha i in., 2016).

Nie tylko owoce, nasiona, ale takze inne elementy tej rosliny zostaly uznane za cenne
zrodto sktadnikow odzywcezych i zwigzkow bioaktywnych (Xing i in., 2002; Gorna$ i in.,
2016; Tian i in., 2018; Wang i in., 2022a). Wykazano, ze zarowno liscie, jak i todygi
z rokitnika znaczaco obnizajg poziom stresu oksydacyjnego, m.in. dzigki obecnoS$ci
proantocyjanidyn i innych zwigzkéw fenolowych (Skalski i in., 2019).

W Polsce nadal jest to surowiec niszowy. Jedng z potencjalnych przyczyn niskiej
popularnosci uprawy rokitnika zwyczajnego w naszym kraju, moze by¢ technologia zbioru
owocow, ktora jest procesem ztozonym. Na proces pozyskania surowca skladaja si¢ dwa
gltowne etapy. Pierwszy etap obejmuje pozyskanie surowca w wyniku $cigcia pedow
ro$liny wraz z jej owocami, za§ drugi — mrozenie otrzymanych pedoéw wraz
z owocami rokitnika. Po zamrozeniu, owoce rokitnika zostaja oddzielone poprzez
mechaniczne potrzgsanie, a pozostate todygi i liscie mozna by z powodzeniem
wykorzysta¢ jako materiat paszowy dla zwierzat, czy surowiec do produkcji wyrobow
spozywczych dla ludzi (Radenkovs i in., 2018).

Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) 767 (2009)
z pozniejszymi zmianami (Rozp. 1903/2018) pojecie ,,produkty uboczne przemystu rolno—
—Spozywczego” znajduje si¢ w okresleniu ,materialy paszowe”. Sa to produkty
pochodzenia roslinnego lub zwierzecego, ktorych zasadniczym celem jest zaspokajanie
potrzeb zywieniowych zwierzat. Zalicza si¢ do nich surowce w stanie naturalnym, swieze
lub konserwowane, oraz produkty pozyskane z ich przetworstwa przemystowego. Przez
okreslenie ,,uboczny” takie materialy moga sugerowal stwierdzenie, iz s3 mato

wartosciowe, nieprzydatne w zywieniu zwierzat. Jednak warto$¢ odzywcza materiatlow
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paszowych, ktoére pochodza z produkcji rolno—spozywczej jest znaczaca i nalezy
zwickszy¢ badania nad nimi by moc wlasciwie wykorzysta¢ w zywieniu réznych
gatunkow zwierzat, zarowno gospodarskich, jak i towarzyszacych. Produkty uboczne
przemystu rolno—Spozywczego nadal zawierajg duze ilosci sktadnikow bioaktywnych
0 wysokim potencjale antyoksydacyjnym (Bouloumpasi i in., 2024; Tapia—Quirds i in.,
2024, Coscarella i in., 2024). Wykorzystanie produktéw ubocznych (m.in. wytloki, pestki,
liscie réznych roslin) ma takze wymiar ekonomiczny, jakim jest czerpanie zyskow
z odpadow wytwarzanych przy przetworstwie owocoéw, bedacych zarazem tanim zrodiem
zwiazkow prozdrowotnych (Gonzalez—Garcia i in., 2014; Bodé i in., 2017). Wykorzystanie
tego typu surowcow, W zywieniu zwierzat gospodarskich zmniejsza negatywny wplyw
przemystu rolno—spozywczego na $rodowisko oraz zwigksza rentowno$¢ produktow
ubocznych przemystu rolno—spozywczego (Samolinska i in., 2019). Obecnie nabiera to
szczegblnie znaczacego wymiaru w zwigzku Z wprowadzanymi przez Komisje Europejska
regulacjami prawnymi dotyczacymi ograniczenia marnotrawienia zywnosci, jako wktadu
W rozwdj zrownowazonej biogospodarki (Aschemann—Witzel i Stangherlin, 2021;
Cakmaker i in., 2023).

Liscie rokitnika zwyczajnego przyciagaja coraz wigksza uwage na S$wiecie Zze
wzgledu na ich potencjalng wartos$¢ zdrowotng (Vilas—Franquesa i in., 2020; Bosko i in.,
2021). Stanowig bogate zrodto fitozwigzkow, takich jak zwigzki fenolowe (w tym
polifenole i flawonoidy), polisacharydy, karotenoidy czy saponiny (Jaroszewska i Biel,
2017; Sytafova i in., 2020; Trivedi i in., 2022; Culina i in., 2024). W literaturze
udokumentowano dziatanie przeciwutleniajace, hepatoprotekcyjne, immunomodulujace,
antyoksydacyjne, kardioprotekcyjne, przeciwcukrzycowe, zwigzkéw fenolowych
zawartych w lisciach rokitnika zwyczajnego, a nawet ich wplyw na zmniejszenie
aktywnos$¢ czynnika martwicy nowotworow a (TNF-a) (Kwon i in., 2011; Bhardwaj i in.,
2015; Jain i in., 2015; Vashishtha i in., 2016; Enkhtaivan i in., 2017; Kwon i in., 2017; Cho
iin., 2017; Khajuria i in., 2018; Kumar i in., 2022; Liu i in., 2023).

Majac na uwadze fakt, iz na calym $wiecie nadwaga i otylos¢ osiagnety rozmiary
epidemii, wysoce interesujace wyniki badan opublikowali Lee i in. (2011). Autorzy
podawali dodatek zliofilizowanych i sproszkowanych lisci rokitnika zwyczajnego do diety
(1% i 5%) zwierzgtom modelowym — myszom — z otyloscig indukowang dietg
wysokottuszczowa. Po szeéciu tygodniach obserwacji stwierdzono zahamowanie przyrostu
masy ciala w sposob zalezny od dawki. Co wigcej znaczaco zmniejszyt si¢ udziat tkanki

tluszczowej (trzewnej). Ponadto badania krwi zwierzat wykazaly obnizenie poziomu
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leptyny, triacylogliceroli i calkowitego cholesterolu oraz poziomu aminotransferazy
alaninowej (ALT, alanine aminotransferase) w porownaniu ze zwierzetami, ktore
stanowity kontrole (dieta wysokotluszczowa).

W Polsce nowotwory ztosliwe stanowig drugg, po chorobach uktadu krazenia,
przyczyng zgonow (URL 1). W literaturze naukowej pojawia si¢ coraz wigcej doniesien
dotyczacych dzialania przeciwnowotworowego ekstraktow z lisci rokitnika zwyczajnego.
Rak prostaty to nowotwor ziosliwy, ktory jest najbardziej rozpowszechnionym
nowotworem wsrod mezczyzn powyzej 50 roku zycia zarowno W Polsce, jak i na §wiecie.
Ekstrakty z liSci rokitnika zwyczajnego przebadano pod katem regulacji receptorow
androgenowych (AR) w komorkach raka prostaty. Wykazano, ze ekstrakty z li§ci rokitnika
zwyczajnego obnizyly poziom genow reagujacych na androgeny oraz antygenu swoistego
dla prostaty (PSA), ktérego to podwyzszony poziom pozwala na wczesne wykrycie tego
nowotworu. Autorzy badan sugeruja, ze liScie rokitnika moga znalez¢ zastosowanie jako
zywno$¢ funkcjonalna i moga odgrywac kluczowa rolg w profilaktyce, szczeg6lnie u 0sob
0 wysokim ryzyku zachorowania (Masoodi i in., 2020).

Jak wskazuja liczne publikacje naukowe, w tym analizy mikrobiologiczne, liscie
rokitnika zwyczajnego moga by¢ bezpiecznie stosowane w zywieniu zwierzat
gospodarskich (zarowno przezuwajacych, jak i monogastrycznych). Stwierdzono, ze maja
korzystny wpltyw na wzrost 1 wydajnos$¢ zwierzat gospodarskich m.in. kurczat brilerow,
owiec czy prosigt (Vlaicu i in., 2017; Liu i in., 2019; Singh i in., 2020; Ma i in., 2022;
Saracilaiin., 2022; Hao i in., 2023; Yan i in., 2023).

Liscie rokitnika zwyczajnego sa cennym surowcem, nie tylko ze wzgledu na
zawarto$¢ zwigzkow bioaktywnych i wlasciwosci antyoksydacyjne, ale rowniez dlatego, ze
mogg shuzy¢ jako cze$ciowy zamiennik typowych zZrodel bialka, zwlaszcza w Zzywieniu
zwierzat gospodarskich (Biel i Jaroszewska, 2016; Gradt i in., 2017; Sharma i in., 2018;
Kumar i in., 2022). Wykazano, ze wpltyw na zawarto$¢ tego sktadnika w lisSciach ma
termin zbioru (Li i Wardle, 2003). Warte podkreslenia jest to, ze biatko lisci rokitnika jest
zrodtem rowniez cennych aminokwasow, takich jak lizyna, metionina i cysteina (Xing
I in., 2002; Christaki, 2012). Jest wiec to bardzo obiecujacy surowiec do wykorzystania nie
tylko jako dodatek (Naumenko i Popova, 2020).

Badania nad rokitnikiem zwyczajnym sg wazne i mogg doprowadzi¢ do powstania
nowych drog jego wykorzystania w Polsce, w tym zywnosci/paszy. Jednak doniesienia
literaturowe na temat profili wielu bioaktywnych sktadnikow w produkcie ubocznym,

jakim sg liScie, sg nadal bardzo nieliczne. Konieczno$¢ scharakteryzowania metabolitow
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wtornych, a takze gléwnych skladnikéw odzywczych wynika rowniez z wcze$niejszych
doniesien (Cui i in., 2018; Tkacz i in., 2020). Majac na uwadze powyzsze, tematyka
badawcza niniejszej rozprawy doktorskiej wydaje si¢ by¢ uzasadniona i wpisuje si¢
w obecny problem poszukiwania mozliwosci efektywnego wykorzystania w hodowli
1 produkcji zwierzat naturalnych, ro§linnych produktéw ubocznych z przemyshu rolno—

—SpPOZywCZego.
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4. Hipoteza i cele badawcze

4.1.Hipoteza

Postawiono hipoteze badawcza zakladajaca wysoka wartos¢ odzywcza
I funkcjonalna lisci rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) ze szczegdlnym
uwzglednieniem jako$ci biatka, frakcji widkna pokarmowego, a takze skladnikow
bioaktywnych i aktywno$ci antyoksydacyjnej.

Powyzsze zatozenia zweryfikowano w dwoch etapach badawczych [P-1, P-2]

4.2.Cele badawcze

Celem glownym badan byla wszechstronna ocena wartosci pokarmowej, profilu
sktadnikow bioaktywnych oraz potencjatu antyoksydacyjnego lisci rokitnika zwyczajnego
czterech odmian — Ascola, Habego, Hergo i Leikora zebranych w trzech kolejnych latach
(2014, 2015, 2016). Ocena taka pozwolita wskazanie mozliwosci wykorzystania tego
surowca w zywieniu zwierzat. Cel ten byl realizowany poprzez nastepujace cele
szczegblowe:

1. Ocena podstawowych sktadnikéw odzywczych [P-1]

2. Ocena frakcji wtokna pokarmowego [P-1]

3. Ocena sktadu aminokwasowego [P—1]

4. Ocena jakosci biatka lisci rokitnika zwyczajnego za pomoca wskaznika
aminokwasu ograniczajacego (CS) oraz zintegrowanego wskaznika aminokwasow
egzogennych (EAAI) uwzgledniajac dwa wzorce (sktad aminokwasowy biatka jaja
kurzego oraz wzorzec biatkowy przeznaczony dla cztowieka dorostego) [P—1]

5. Ocena potencjatu przeciwutleniajacego lisci rokitnika zwyczajnego z uzyciem
technik ABTS i DPPH oraz przy wykorzystaniu fotochemiluminescencji (PCL) [P—
2]

6. Analiza ilosciowa i jako$ciowa zwiazkow fenolowych [P—2]

7. Analiza alkaloidu benzofenantrydynowego chelerytryny w lisciach rokitnika
zwyczajnego [P-2]
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5. Material i metody

5.1.Material badawczy

Material badawczy stanowily liscie rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides
L.) z trzech kolejnych lat zbioru (2014-2016). Proby pochodzily z do$wiadczen
przeprowadzonych w Rolniczej Stacji Dos$wiadczalnej w Lipniku nalezacej do
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie (k. Stargardu, 53°42
'N, 14°97' S). W badaniach wykorzystano cztery odmiany zenskie: Ascola, Habego, Hergo
i Leikora. Odmiany te charakteryzujag si¢ wysoka odporno$cig na nasionnice rokitnikowg
(Rhagoletis batava) — szkodnika stwarzajacego najwicksze zagrozenie w nasadzeniach
rokitnika zwyczajnego, powodujac duze straty plonoéw. Liscie do analizy zebrano w pelne;j
dojrzatosci  owocoOw  (jagéd), co przypadalo w kazdym roku $rednio
w okresie pomiedzy 1 a 15 sierpnia. Wykorzystano w badaniach liscie bez oznak
uszkodzen. Po zebraniu $wiezy material badawczy zostat zwazony, nastepnie
pozostawiony do wysuszenia w temperaturze otoczenia przy ograniczonym dostepie
Swiatla przez 3—4 dni do uzyskania powietrznie suchej masy. Po wysuszeniu materiat
zostal ponownie zwazony w celu obliczenia wspodtczynnika podsuszenia. Z materiatu
podsuszonego przygotowano reprezentatywne proby, ktore zmielono do przy uzyciu
miynka laboratoryjnego KNIFETEC 1095 (Foss Tecator, Hogands, Szwecja)

i przechowywano w sterylnych pojemnikach do czasu wykonania analiz chemicznych.

5.2.Metody badawcze
5.2.1. Publikacja P-1

5.2.1.1. Podstawowy sklad chemiczny

Podstawowy sklad chemiczny liSci rokitnika zwyczajnego oznaczono zgodnie
z Association of Official Analytical Chemists (AOAC 2019). W celu oznaczenia suchej
masy (s.m.) proby wysuszono w suszarce laboratoryjnej (UE 400, Memmert, Schwabach,
Niemcy) w temperaturze 105°C do uzyskania statej masy. Zawarto$¢ popiolu surowego
(PS) oznaczono poprzez spalenie prob w piecu muflowym (Czylok, Polska)
w temperaturze 580°C. Biatko surowe (BS) okreslono w oparciu o oznaczony azot (N X
6,25) metoda Kjeldahla przy uzyciu aparatu do mineralizacji Biichi Scrubber B414 i do
destylacji Biichi 324 (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Szwajcaria). Thuszcz surowy (TS)
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0znaczono poprzez ciagla ekstrakcje za pomoca eteru dietylowego metoda Soxhleta.
Widkno surowe (WS) oznaczono w analizatorze Ankom?? Fiber Analyzer (ANKOM
Technology, New York, USA). Zawartos¢ bezazotowych zwigzkow wyciggowych (BNW)
obliczono odejmujgc od 100 sumaryczng zawarto$¢ wilgotnosci, biatka ogodtem, thuszczu
surowego, widkna i popiotu surowego (Pomeranz i in., 1994). Wszystkie oznaczone oraz

wyliczone sktadniki odzywcze wyrazono w przeliczeniu na suchg masg (s.m.).
5.2.1.2. Frakcje wlokna pokarmowego

Frakcje wtokna pokarmowego oznaczono metoda detergentowg z zastosowaniem
metody Van Soest i in. (1991). Oznaczenia wykonywano przy uzyciu aparatu Ankom?%
Fiber Analyzer (ANKOM Technology, New York, USA). Oznaczone zostalty poszczegolne
frakcje: wiokno neutralno—detergentowe (NDF, neutral detergent fibre), przy uzyciu SLS
(siarczanu sodowo—laurylowego), witokno kwasno—detergenowe (ADF, acid detergent
fibre) — przy uzyciu bromku cetylo—tr6jmetylo—amoniowego, lignina kwasno—
detergentowa (ADL, acid detergent lignin) — przy uzyciu 72% kwasu siarkowego. Zgodnie
z metoda, zawarto$¢ hemiceluloz (HCEL, hemicellulase) wyliczano z roznicy pomigdzy
NDF i ADF, natomiast zawarto$¢ celulozy (CEL, cellulase) z réznicy pomigdzy ADF
I ADL. Wszystkie oznaczone oraz wyliczone frakcje wtdkna pokarmowego wyrazono w

przeliczeniu na suchg mase (s.m.).

5.2.1.3. Ocena skladu aminokwasowego

Udzial aminokwasoéw (oprocz tryptofanu) w biatku lisci rokitnika zwyczajnego
0znaczono W analizatorze aminokwaséw AAA-400 (INGOS s.r.o., Praga, Czechy).
Procedura analityczna stosowana byla zgodnie z zaleceniami producenta. Materiat
poddawano hydrolizie w 6 M HCI przez 24 h w temp. 110°C. Oznaczanie aminokwasoéw
zawierajacych siarke przeprowadzano po utlenieniu w mieszaninie kwasu mrowkowego
i nadtlenku wodoru (9:1) w temp. 110 °C przez 24 h. Tryptofan oznaczono zgodnie
z metodg AOAC (1990). Aminokwasy wyrazono w g/16 g N, co odpowiada g/100 g
biatka.

5.2.1.4. OKreSlenie wartosci odzywczej bialtka

Oznaczony sktad aminokwasowy postuzyl do oceny wartosci odzywczej biatka lisci

rokitnika zwyczajnego.
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Wskaznik aminokwasu ograniczajacego (CS, chemical score) obliczono (Block
I Mitchel, 1946) z zastosowaniem dwoch standardéow: aminokwasow dla cztowieka
dorostego (MH, mature human) (FAO/WHO, 1991) oraz aminokwas6éw bialka jaja
kurzego (WE, whole egg) (FAO/WHO/UNU, 1985). Do obliczenia wskaznika CS uzyto
nastepujacego roéwnania:

CS = ai/as x 100%

gdzie:
aj — zawarto$¢ aminokwasu egzogennego biatka badanego,

as — zawarto$¢ aminokwasu egzogennego biatka wzorcowego.

Zintegrowany wskaznik aminokwaséw niezbednych (EAAI, essential amino acid
index) obliczono (Oser, 1959) jako $rednig geometryczng wszystkich aminokwasow

egzogennych do zawarto$ci tych aminokwaséw w danym wzorcu zgodnie z zatozeniami:

EAA = yi/(al/als) ><100 X, .. X (an/ans) X 100

gdzie:
EAA — aminokwasy niezbedne (essential amino acids)
an— zawarto$¢ aminokwasu biatka badanego,

ans — zawarto$¢ aminokwasu biatka wzorcowego,

Zintegrowany wskaznik aminokwaséw niezbgdnych (EAAI, essential amino acid

index) obliczono w nastgpujacy sposob:
EAAI= 10 '09EAA

gdzie:
log EAA=1/n(log (ai/ais) x 100 + log n(az/azs) x 100 + ... + log (an/ans) x 100)

5.2.1.5. Analiza statystyczna

Wyniki opracowano statystycznie z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) i analizy gtownych sktadowych (PCA, principal component analysis)
przy uzyciu oprogramowania STATISTICA v13.30 (TIBCO Software Inc., Palo Alto,
Kalifornia, USA). Do oceny istotno$ci réznic (najmniejszej istotnej réznicy) pomigdzy

warto$ciami Srednimi zastosowano test Tukeya przy p = 0,05.

27



5.2.2. Publikacja P-2

5.2.2.1. Przygotowanie ekstraktow

Wysuszone zmielone proby lisci (1 g) ekstrahowano rozpuszczalnikiem etanolowym
(95% etanol) przez 2 h. Tak sporzadzone ekstrakty szczelnie zamknigto i pozostawiono
w lodéwce (=20 °C) do czasu rozpoczecia pomiarow.

Przygotowane ekstrakty postuzyly do oznaczenia aktywnos$ci antyoksydacyjnej (AA,
antioxidant activity) metoda spektrofotometryczng z wykorzystaniem rodnika DPPH™
(1,1-diphenyl-2—picrylhydrazyl) i ABTS™ (2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino—6—
sulfonian). Ekstrakty postuzyty rowniez do okreslenia polifenoli ogétem, flawonoidow
ogotem, flawonoli ogotem i tanin ogétem. Zgodnie z zastosowanymi i podanymi w dalszej
cze$ci metodami do oznaczenia antocyjanéw zastosowano zakwaszany metanol (1% viv
HCI), natomiast do oznaczenia proantycyjanidyn zastosowano aceton 70%.

Do analiz z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej
(HPTLC, high performance thin layer chromatography) przygotowano ekstrakty
z zastosowaniem zakwaszonego metanolu  (mieszanina metanolu i kwasu
chlorowodorowego 25%, 4:1, v/v) jako rozpuszczalnika celem oznaczenia rutozydu,
kwercetyny, cyjanidyny, delfinidyny, pelargonidyny, peonidyny i chelerytryny.

Wszystkie ekstrakty uzyte w analizach przygotowano wedlug identycznego
schematu. Odwazono okoto 0,5 g (nawazka z doktadnoscig do czterech miejsc po
przecinku) materialu roslinnego na 1 ml rozpuszczalnika. Tak przygotowane proby
wytrzasano przez 30 minut w miynku miksujacym MM 200 (Retsch GmbH, Haan,
Niemcy). Po wytrzasaniu proby wirowano przez 15 minut przy 5000 obr./min
w temperaturze 4°C w wirowce Centrifuge 5415 R (Eppendorf AG, Hamburg, Niemcy).
Po wirowaniu ekstrakty przefiltrowano przez filtry celulozowe o wielkosci poréow 0,45 um
i przeniesiono do probowek Eppendorf’a. Filtraty przechowywano w temperaturze —20°C

do dalszych analiz.

5.2.2.2. Ocena aktywnosci przeciwutleniajacej

z wykorzystaniem wolnego rodnika DPPH™

Analize  wlasciwosci  antyoksydacyjnych  badanego materialu  roslinnego
przeprowadzono metodg spektrofotometryczng z wykorzystaniem rodnika DPPH™ (1,1-
difenylo—2—pikrylohydrazyl) (Brand-Williams 1 in., 1995). Postep reakcji redukcji

I jednoczesnie odbarwienie roztworu rodnikowego mierzono w spektrofotometrze UV-VIS
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(Analytik Jena, SPECORD® PLUS, Jena, Niemcy) przy dlugosci fali A = 515 nm, 10 min
po dodaniu roztworu DPPH"". Materialem odniesienia by roztwor troloksu.

Wuyniki aktywnos$ci antyoksydacyjnej DPPH badanych prob wyrazano
w przeliczeniu na ekwiwalent troloxu (uM TRX/g s.m.). W tym celu przygotowano

roztwory troloxu o roéznych stezeniach, aby okresli¢ krzywa wzorcowa (y = —0,0183x +
0,7762; R2 = 0,9992).

5.2.2.3. Ocena aktywnosSci przeciwutleniajacej

z wykorzystaniem wolnego kationorodnika ABTS™

Oceng¢  wlasciwosci  antyoksydacyjnych  badanego  materialu  roslinnego
przeprowadzono  metoda  spektrofotometryczng z  wykorzystaniem  rodnika
z wykorzystaniem kationorodnika ABTS™" (kwas 2,2'-azino-bis(3—etylobenzotiazolino—6—-
sulfonowy) (Re i in., 1999). Postep reakcji redukcji i jednoczesnie odbarwienie roztworu
rodnika kationowego mierzono na spektrofotometrze UV-VIS (Analytik Jena,
SPECORD® PLUS, Jena, Niemcy) przy A = 734 nm, 6 min po dodaniu roztworu ABTS™,
Wyniki aktywnosci antyoksydacyjnej badanych prob wyrazano w przeliczeniu na
ekwiwalent troloxu (uM TRX/g). W tym celu przygotowano roztwory troloxu o réznych

stezeniach, aby wyznaczy¢ krzywa wzorcowa (y = —0,0127x + 0,6292; R2 = 0,9989).

Okreslono rowniez zdolnos¢ do eliminowania wolnych rodnikow (RSA, radical—

scavenging activity) DPPH"" i rodnika ABTS™" korzystajgc z wzoru:

RSA (%) = [(A0 — A1)/A0] x 100
gdzie:
RSA — zdolno$¢ do hamowania wolnych rodnikéw,
A0 — $rednia absorbancja proby zerowej (kontroli) (dla ABTS) i probki na poczatku reakc;ji
(dla DPPH),
Al — érednia absorbancja proby badanej (w ciggu 6 min dla ABTS; w ciggu 10 min dla
DPPH).

5.2.24. Ocena aktywno$ci przeciwutleniajacej  metoda

fotochemiluminescencji (PCL)

Oceng potencjatu przeciwutleniajacego przeprowadzono metoda
fotochemiluminescencji (PCL, photochemilumiescence) przy uzyciu aparatu Photochem

(Analytik Jena, Lipsk, Niemcy). Analize przeprowadzono z uzyciem standardowych
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protokotow i zestawoéw odczynnikow dla zwigzkow rozpuszczalnych w wodzie (ACW,
water—soluble antioxidant) (Zielinska i in., 2008). Do przygotowania ekstraktow
wykorzystano wodg¢ dejonizowang pozyskang z urzadzenia Milli-Q RG (Milli-Q system,
Millipore, France) (30 s x 2).

Wyniki aktywnos$ci antyoksydacyjnej pozyskanej metoda PCL réwniez wyrazono
w przeliczeniu na ekwiwalent troloxu (uM TRX/g s.m.).

5.2.2.5. Polifenole ogélem

Zawarto$¢ polifenoli ogdtem (TP, total polyphenol) oznaczono metoda spektroskopii
UV-VIS (ultraviolet and visual light spectroscopy) (Analytik Jena, SPECORD® PLUS,
Jena, Niemcy) z zastosowaniem odczynnika Folina—Ciocalteu (Ainsworth i Gillespie,
2007), stosujac kwas galusowy jako wzorzec. Absorbancje mierzono przy A = 765 nm.
Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych ogotem wyrazano w przeliczeniu na ekwiwalent
kwasu galusowego (GAE, gallic acid equivalent) w 1 g s.m. materiatu badawczego. W tym
celu zostaly przygotowane roztwory kwasu galusowego o rdéznych stezeniach by

wyznaczy¢ krzywa wzorcowg (y = 0,0115x + 0,0332; R2 = 0,9997).

5.2.2.6. Flawonoidy ogélem

Zawarto$¢ flawonoidow ogotem (TF, total flavonoids) oznaczono metoda
spektroskopii  UV-VIS (ultraviolet and visual light spectroscopy) (Analytik Jena,
SPECORD®™ PLUS, Jena, Niemcy) z zastosowaniem chlorku glinu (AICIs) (Ordonez i in.,
2006). Absorbancje mierzono przy A = 420 nm. Otrzymane wynik wyrazono
w przeliczeniu na ekwiwalent kwercetyny (QEE, quercetin equivalent) w 1 g s.m.
materiatu badawczego. W tym celu zostaty przygotowane roztwory kwercetyny o réznych

stezeniach by wyznaczy¢ krzywa wzorcows (y = 0,0187x + 0,0087; R2 = 0,9964).
5.2.2.7. Flawonole ogélem

Zawartos$¢ flawonoli ogotem (TFL, total flavonols) oznaczono metoda spektroskopii
UV-VIS (Analytik Jena, SPECORD® PLUS, Jena, Niemcy) z zastosowaniem roztworu
chlorku glinu (AICI3) oraz octanu sodu (Kumaran i Karunakaran, 2007). Absorbancje
mierzono przy A = 440 nm. Otrzymane wynik wyrazono w przeliczeniu na ekwiwalent
kwercetyny (QEE) w 1 g s.m. materiatu badawczego. W tym celu zostaly przygotowane
roztwory kwercetyny o roznych stezeniach by wyznaczy¢ krzywa wzorcowsa (y = 0,5297x
—0,2227; R2 = 0,9934).
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5.2.2.8. Antocyjany ogolem

Zawarto$¢ antocyjanéw ogotem (TAC, total anthocyanin) oznaczono metoda
spektroskopii  UV-VIS  (Analytik Jena, SPECORD®PLUS, Jena, Niemcy)
z zastosowaniem zakwaszonego metanolu (1% v/v HCI) (Mirecki i Teramura, 1984).
Absorbancje okreslono przy dlugosci fali 530 i 657 nm. Stezenia antocyjanow (mg/g s.m.)

obliczono z nastepujgcego wzoru:

TAC (mg/g s.m.) = [Aszo — 0,25 % Ags7] TV/[dwt x 1000]
gdzie:

Aszo — absorbancja prob przy dlugosci fali 530 nm,
Ags7 — absorbancja prob przy dlugosci fali 657 nm,
TV — calkowita obj¢tos¢ ekstraktu (ml),

dwt — nawazka (g).

5.2.2.9. Ocena poszczegélnych flawonoli i antocyjanidyn

Poddano analizie materiat badawczy na obecno$¢ poszczegdlnych flawonoli
[rutozydu (R, rutoside) i kwercetyny (QE, quercetin)] i antocyjanidyn [cyjanidyny (C,
cyaniding), pelargonidyny (PG, pelargonidin), peonidyny (P, peonidin), delfinidyny (DE,
delphinidin (DE) metoda wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC,
high—performance thin-layer chromatography). Przygotowano roztwory wzorcowe dla
wszystkich oznaczanych substancji, o stezeniu 1mg/ml. Roztwory wzorcowe oraz proby
badane przygotowano jako ekstrakty z zastosowaniem zakwaszonego metanolu
(mieszanina metanolu i kwasu chlorowodorowego 25%, 4:1, v/v). Oznaczenia wykonano
na aluminiowych ptytkach 10x10 cm (Aluminiumoxid 60 F2ss, typ E, Merck, Darmstadt,
Niemcy), dedykowanych do analiz TLC. Przed uzyciem ptytki aktywowano metanolem.
Nastepnie suszono je w temperaturze 60°C przez godzing. Probki oraz wzorzec naniesiono
punktowo szklanymi kapilarami o pojemnosci 1 lub 2 pl za pomoca Vomaticator Linomat
(CAMAG, Muttenz, Szwajcaria). Jako pierwsze naniesione zostaly standardy, w celu
wyznaczenia Krzywej wzorcowej, nastgpnie naniesiono przygotowane ekstrakty. Tak
przygotowane ptytki przenoszono do automatycznej komory (CAMAG ADC, Muttenz,
Szwajcaria) w celu rozwinigcia chromatogramoéw. Faza mobilna w komorze sktadata si¢

z mieszaniny chloroform/metanol/aceton/amoniak (10:22:53:0,2, v/viviv), rozdzielanie
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probek trwato 40 min, w szklanych komorach chromatograficznych (Sigma-Aldrich,
Niemcy). Po wysuszeniu w ciemnym miejscu, ptytki skanowano z zastosowaniem skanera
TLC Scanner 3 (CAMAG, Muttenz, Szwajcaria). Uzyskane wyniki obliczono przy uzyciu
oprogramowania Visual Cats 1.3.4. WartoSci poszczegolnych zwigzkéw wyrazono W pg

nalgs.m.

5.2.2.10. Proantocyjanidyny

Zawarto$¢  proantocyjanidyn (PAC, proanthocyanidin) oznaczono metoda
spektroskopii  UV-VIS  (Analytik Jena, SPECORD®PLUS, Jena, Niemcy)
z zastosowaniem kwasu butanolowego (Porter i in., 1986). Absorbancj¢ mierzono przy
A= 550 nm. Zawarto$¢ PAC obliczono wedtug nastepujacego wzoru:

PAC (%) = Asso x 78,26 x wr / % s.m.
gdzie:
Asso — absorbancja prob przy dlugosci fali 550 nm,
wr — wspotczynnik rozcienczenia,

% s.m. — procentowa zawartos$¢ suchej masy w badanej probie.

5.2.2.11. Taniny ogélem

Zawartos$¢ tanin (TT) oznaczono metoda spektrofotometryczng z zastosowaniem
odczynnika Folina—Ciocalteu (Tambe i Bhambar, 2014), stosujac kwas taninowy (TA,
tannic acid) jako wzorzec. Absorbancje mierzono przy A =725 nm przy uzyCiu
spektrofotometru UV-VIS (Analytik Jena, SPECORD® PLUS, Jena, Niemcy). Otrzymane
wynik wyrazono w przeliczeniu na ekwiwalent kwasu taninowego (mg/g sm.). W tym celu
zostaly przygotowane roztwory kwasu taninowego o roznych stezeniach, celem

wyznaczenia krzywej wzorcowej (y = 0,0009x + 0,0016; R2 = 0,9961).

5.2.2.12. Identyfikacja alkaloidu chelerytryny

Wybrany alkaloid — chelerytryna (CHE, chelerythrine) analizowano za pomoca
techniki HPTLC, stosujac procedure opisanag w podrozdziale 5.2.2.9. Wyniki CHE

wyrazono w ugna 1 gs.m.
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5.2.2.13. Analiza statystyczna

Przeprowadzono dwuczynnikowg analize wariancji (ANOVA) i analiz¢ giéwnych
sktadowych (PCA) przy uzyciu oprogramowania STATISTICA v13.30 (TIBCO Software
Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA). Przed przeprowadzeniem analizy ANOVA sprawdzono
jednorodnos$¢ wariancji (test Levene’a). Do oceny istotnosci réznic (najmniejszej istotnej

rdéznicy) pomiedzy warto$ciami Srednimi zastosowano test Tukeya przy p = 0,05.
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6. Wyniki i ich omowienie
6.1. Publikacja P-1

Zawartos¢ podstawowych sktadnikéw odzywczych, w tym biatka oraz jego sktad
aminokwasowy to gtowne cechy charakteryzujace warto$¢ pokarmowa paszy. Surowce
pozyskiwane z rokitnika zwyczajnego sa uwazane za cenne zrodlo sktadnikéw
odzywczych i substancji biologicznie czynnych (Janceva i in., 2024). Unikatowy sktad
owocow oraz oleju z rokitnika zwyczajnego stat si¢ podstawa licznych badan dotyczacy
ich wplywu na organizm ludzki i zwierzecy, natomiast niewiele jest pozycji pokazujacych
warto$¢ odzywczg lisci, a tym bardziej w konteks$cie zywienia zwierzat.

Sktad chemiczny ro$lin jest uzalezniony od wielu czynnikéw, w duzym stopniu
zalezy od odmiany, czynnikow pogodowych 1 agrotechnicznych oraz warunkéw zbioru,
transportu i przechowywania. Z tych powodow w publikacji P-1 oceniono podstawowy
sktad chemiczny, zawarto§¢ aminokwaséw, wartos¢ odzywcza biatka oraz frakcje wtokna
pokarmowego lisci rokitnika zwyczajnego czterech odmian — Ascola, Habego, Hergo
i Leikora, z 2014 — 2016.

W tabeli 1 przedstawiono podstawowy sklad chemiczny badanego surowca,

uwzgledniajgc jako zmienng badane odmiany rokitnika zwyczajnego oraz rok zbioru.

Tabela 1. Podstawowy sktad chemiczny badanego suszu lisci rokitnika zwyczajnego

] s.m.! BS TS WS PS BNW
Czynnik
g/100 g g/100 g s.m.
2014 95,14b2 20,77¢ | 6,87 ¢ 1047a | 576¢c | 56,14 a
Rok 2015 9535¢ 1566a | 535b | 10,50a | 4,06a | 64,43 ¢
2016 92,98 a 1834b | 5,00a | 11,90b | 521b | 59,55b
Ascola 94,22 a 18,76 ¢ | 5,29 a 12,14¢ | 5,19b | 58,61 a
) Hergo 9422 a 17,18a | 5,84b | 1021b | 4,69a | 61,49b
Odmiana
Habego 94,65b 19,08¢c | 5,97b 11,88¢ | 5,09b | 57,97 a
Leikora 94,86 ¢ 18,00b | 5,84b 9,59 a 5,07b | 61,49b

Ls.m. - sucha masa, BS - bialko surowe, WS - wiékno surowe, TS - thuszcz surowy, PS - popiodt surowy,
BNW - bezazotowe zwiazki wyciaggowe; 2 $rednie oznaczone co najmniej jedna taka sama litere (a, b, c) nie
roznity sie statystycznie przy p=0,05 (dla wszystkich kolumn i czynnikéw osobno).

Biorac pod uwage zawarto$¢ wody w powietrznie suchym materiale lisci badanych
odmian rokitnika zwyczajnego analiza statystyczna wykazala istotne ro6znice pod
wzglgedem suchej masy. Niezaleznie od odmiany, wilgotno$¢ powietrznie suchego surowca

wynosita §rednio ok. 5,51 ¢. Zawartos¢ podstawowych sktadnikow odzywczych
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z poszczegolnych lat zbioru roznita sie¢ statystycznie istotnie pod wzglgdem poziomu
biatka, thuszczu, popiotu surowego oraz BNW. Potwierdzito to, ze warto$¢ pokarmowa
lisSci rokitnika zwyczajnego jest istotnie modyfikowana przez warunki $rodowiskowe.
W badaniach wykazano réwniez statystycznie istotne roznice sktadnikow podstawowych
w lisciach w zaleznosci od ocenianej odmiany. Liscie rokitnika zwyczajnego cechowatly
si¢ wysokim poziomem bialka surowego, w przedziale g 17,8 — 19,2 ¢/100 s.m.
w zalezno$ci od badanej odmiany (tab. 1). Badania Liang i in. (2018) wykazaly zawartos¢
biatka surowego w zakresie od zaledwie 13,5 g/100 g s.m. todyg do 17,5 ¢g/100 g s.m.
w lisciach. Natomiast Jaroszewska i Biel (2017) stwierdzily wyzsza warto$§¢ — 24,97 ¢
biatka surowego w 100 g s.m. lisci rokitnika zwyczajnego.

Zawarto$¢ thuszczu w znacznie wigkszym stopniu niz biatko, weglowodany ogotem
czy wiokno surowe decyduje o energii zawartej w materiale paszowym. Powszechnie
wiadomo, ze owoce rokitnika zawieraja duze ilo$ci thuszczu. Wykazano, ze w przeliczeniu
na 100 g s.m. nawet 44 g tluszczu surowego (Jaroszewska i in., 2018). Z owocow
rokitnika pozyskuje si¢ olej. Jest to olej bogaty w nienasycone kwasy tluszczowe
0 korzystnym stosunku kwasow n—6 do n-3 (max. 1,33:1) (Dulf, 2012; Teleszko i in.,
2015; Yang i Kallio, 2002; Maté i in., 2022). Natomiast surowiec bedacy przedmiotem
badan, czyli licie zawieraly do 6,87 g tluszczu surowego w 100 g s.m. Istotnie najmniej
thuszczu zawieraty liscie rokitnika odmiany Ascola w poroéwnaniu do pozostatych odmian
(odpowiednio 529% i 5,84-597% s.m.). Uzyskane wyniki byly zgodne
z wczesniejszymi badaniami Jaroszewskiej i Biel (2017), ktére stwierdzily zawarto$é
thuszczu surowego na poziomie 5,31 — 5,67% s.m. lisci. Otrzymane wyniki w publikacji
P-1 stanowia podstawg do dalszych badan dotyczacych jakosci thuszezu lisci rokitnika
zwyczajnego celem okreslenia ich dokladnego profilu kwaséw tluszczowych
(w przygotowaniu).

Weglowodany proste (monosacharydy) sa gtownym zrodtem energii dla zwierzat.
Natomiast ztozone, w tym wldkno pokarmowe to bardzo zrdéznicowana grupa substancji,
ktére nie sg hydrolizowane przez enzymy w jelicie cienkim zwierzat monogastrycznych.
Pod okresleniem wtokno pokarmowe kryje si¢ bardzo rozbudowany kompleks substanc;ji,
ktore z punktu widzenia budowy chemicznej nalezg do weglowodandéw. Wystepowanie
licznych frakcji wiokna pokarmowego i zwigzany z tym ich r6zny charakter oddziatywania
na organizm powoduje znaczace utrudnienie w interpretacji jego pozytywnego czy tez
negatywnego wptywu (Jeukendrup i in., 1996; Scanes i in., 2022). BNW sktadajace si¢

z cukroéw prostych (mono— i disacharydow), strawnej skrobi i produktow jej hydrolizy,
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dekstryn 1 kwasdéw organicznych stanowily dominujaca cze$¢ suchej masy lisci rokitnika
(Srednio 60% s.m.). Wtokno surowe jest frakcja Scian komoérkowych pasz zbudowana
z celulozy inkrustowanej ligning i hemiceluloz. Badane liscie rokitnika zwyczajnego
charakteryzowaly si¢ zawartoscia tej frakcji weglowodanowej w zakresie od 9,59% s.m.
(odm. Leikora) do 12,14% s.m. (odm. Ascola). Materiat roslinny zebrany w pierwszym
roku eksperymentu cechowat si¢ istotnie najnizszg zawartosci wiokna surowego (10,47%
s.m.), jednocze$nie najwickszg biatka surowego (20,77% s.m.). Sheikh i in. (2011)
stwierdzili az 15% s.m. widkna surowego w lisciach rokitnika zwyczajnego.

Obecnie coraz wicksza uwage zwraca si¢ na wiokno pokarmowe (btonnik). Jedna
z glownych funkcji widkna pokarmowego jest modulacja proceséw trawiennych, stanowi
ono rowniez gtowny substrat dla fermentacji mikrobiologicznej. Zaré6wno wtokno surowe
oraz wtokno pokarmowe to weglowodanowe skladniki pokarmu, ktéore warunkuja jego
wlasciwosci dietetyczne. Natomiast w zywieniu zwierzat monogastrycznych funkcjonowat
gleboko zakorzeniony poglad o konieczno$ci ograniczania udzialu wtdkna pokarmowego
(gtownie frakcji widkna surowego) w mieszankach paszowych, ze wzgledu na obnizone
mozliwos$ci jego trawienia, a takze negatywny wptyw na strawno$¢ pozostatych substancji
odzywczych (Ngalavu i in., 2020; Djordjevi¢ i in., 2022). Coraz cze¢$ciej zwraca si¢ uwagg,
ze jest to sktadnik odzywczy majacy pozytywny wplyw na funkcjonowanie przewodu
pokarmowego zwierzat. Stwierdzono rowniez korzystne dziatanie wldkna pokarmowego
przy zwalczaniu biegunek i zapar¢ czy w leczeniu zespotu jelita drazliwego. Wykazano
réwniez jego dzialanie przeciwzapalne i antynowotworowe na uktad pokarmowy (Kumar i
in., 2020; Avila i in., 2021). Z tego tez powodu widkno pokarmowe traktowane moze byé
jako sktadnik pozadany w diecie albo jako sktadnik antyodzywczy (Deehan i in., 2024;
Kayser i in. 2024; Mohanto i Aye, 2024), o czym decydujg udzial wtdkna pokarmowego w
dawce oraz jego frakcje. W wyniku stosowania réznych definicji i metod oznaczania w
badaniach nad wldéknem pokarmowym kluczowe jest okreslenie nie tylko catkowitego
poziomu tego sktadnika, ale réwniez jego frakcji. Dlatego w badaniu okreslono udziat
wtokna neutralno—detergentowego (NDF) oraz pozostate frakcje wtdkna pokarmowego

(tab. 2), ktore oznaczono i 0szacowano metoda detergentowa (Van Soest i in., 1991).
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Tabela 2. Frakcje wtdkna pokarmowego (g/100 g s.m.) w badanym suszu li§ci rokitnika

ZWYyCzajnego

Czynnik NDF ! ADF ADL HCEL CEL
2014 31,61 ¢? 20,81 ¢ 6,18 b 10,80 b 14,64 ¢
Rok 2015 25,61b 18,63 b 6,55 c 6,99 a 12,08 b
2016 21,06 a 13,79 a 5,09 a 7,28 a 8,70 a
Ascola 27,37 ¢ 18,90 b 6,02 a 8,47 a 12,88 b
Odmiana Hergo 2438 a 15,92 a 5,75a 8,47 a 10,17 a
Habego 25,970 18,47 b 6,08 a 7,50 a 12,38 b
Leikora 26,67 Db, c 17,68 b 5,90 a 8,98 a 11,78 b

!'NDF - widkno neutralno-detergentowe (neutral detergent fiber), ADF - wlokno kwasno-detergentowe (acid
detergent fiber), ADL - ligninia kwasno-deteregentowa (acid detergent lignin), HCEL - hemiceluloza
(hemicellulose), CEL - celuloza (cellulose); 2 $rednie oznaczone co najmniej jedng takg samg litere (a, b, c)
nie r6znity si¢ statystycznie przy p=0,05 (dla wszystkich kolumn i czynnikéw osobno).

Wiokno NDF obejmuje sume hemicelulozy, celulozy i ligniny, a w sklad frakcji
ADF wchodzi lignina oraz celuloza. Liscie rokitnika odmiany Ascola charakteryzowaty si¢
istotnie najwyzszym poziomem frakcji NDF. Generalnie badane liscie rokitnika
zwyczajnego charakteryzowaly si¢ niskimi poziomami frakcji ADL i HCEL. Wyniki
uzyskane w niniejszym badaniu potwierdzily wczesniejsze badania 0 udziale
poszczegolnych frakcji wtdkna pokarmowego w lisciach rokitnika zwyczajnego (Sheikh
i in., 2011; Roomi i in., 2015; Jaroszewska i Biel, 2017).

Wioékno pokarmowe jest waznym elementem diety czlowieka. Frakcje wchodzace
w sktad wiokna pokarmowego wykazujg wiasciwosci lecznicze znajdujace zastosowanie
w ograniczaniu otytosci, cukrzycy, a nawet w stwardnieniu rozsianym (Hatami i in., 2024).
Otylo$¢ jest swiatowa epidemia stanowigca powazne wyzwanie dla zdrowia publicznego,
zwigkszajaca obcigzenie ekonomiczne systemOw opieki zdrowotnej, a takze jest piata
najczestsza przyczyng zgonow na swiecie z powodu chorob uktadu krazenia i nowotworow
(Azmi i in., 2021). Badania wykazaty, ze liScie rokitnika zwyczajnego moga tagodzic¢
szkodliwe skutki otytosci indukowanej dieta (DIO, diet—-induced obesity) i jej powiktania
metaboliczne, takie jak dyslipidemia, stan zapalny, stluszczenie watroby czy
insulinooporno$¢ (Kwon i in., 2017). Juz wczesniej Pichiah i in. (2012) przeprowadzajac
badania na myszach zasugerowali, ze liscie rokitnika zwyczajnego moga by¢ pomocne
w leczeniu otyto$ci, ale nalezy przeprowadzi¢ odpowiednie badania na ludziach.

Przeprowadzona analiza PCA (ryc. 1) potwierdzita zroznicowanie sktadu
chemicznego liSci badanych odmian rokitnika pochodzacych z ro6znych okresow

wegetacyjnych.
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Rycina 1. Wspotrzedne czynnikowe zmiennych (A) i przypadkow (B) dla podstawowych
sktadnikow chemicznych i frakcji widkna pokarmowego lisci rokitnika zwyczajnego w uktadzie
wspotrzednych pierwszej pary sktadowych

Wyjasnienia: DM - sucha masa (dry matter), CP - biatko surowe (crude protein), CF - wtdkno surowe (crude
fiber), EE - tluszcz surowy (jako ether extract), CA - popiot surowy (crude ash), NFE - zwiazki bezazotowe
wyciagowe (nitrogen free extract), NDF - wiokno neutralno-detergentowe (neutral detergent fiber), ADF -
wlokno kwasno-detergentowe (acid detergent fiber), ADL - ligninia kwa$no-deteregentowa (acid detergent
lignin), HCEL - hemiceluloza (hemicellulose), CEL - celuloza (cellulose).
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Wydaje si¢, ze dominujacy wptyw na sktad chemiczny lisci rokitnika miaty warunki
klimatyczne, co potwierdza propozycja grupowania zaprezentowana na rycinie 1 A i B.
Taka konstatacja ostabia potrzebe wnikliwej analizy sktadu chemicznego lisci odmian
rokitnika. Pewnym zaburzeniem tej tezy jest lokalizacja przypadku ,Leikora 2016~
w sagsiedztwie przypadkoéw z roku 2015. Surowiec z roku 2015 byt zasobniejszy w NFE
I ADL. Natomiast surowiec z roku 2014, szczeg6lnie odmian Leikora i Ascola, cechowat
si¢ wyzszym poziomem ttuszczu surowego, HCEL 1 NDF oraz duza, dodatnig korelacja
pomiedzy thuszczem surowym i HCEL. Natomiast odmiany Hergo, Ascola i Habego
w roku 2016 zawieraly znaczaco wiecej widkna surowego.

Najwazniejszym czynnikiem determinujagcym wartos¢ odzywcza biatka jest jego
sktad aminokwasowy, ktory zalezy rowniez od wielu czynnikéw, w tym od gatunku
rosliny, miejsca uprawy i pozyskania. W pismiennictwie jest deficyt informacji
dotyczacych informacji o sktadzie aminokwasowym i jako$ci biatka surowca jakim sg
liscie rokitnika zwyczajnego. Dlatego kolejnym etapem poznania wartosci pokarmowej
badanego surowca byto okreslenie sktadu aminokwasowego by nastepnie oceni¢ rowniez
jakos¢ biatka w oparciu 0 metody chemiczne. W tabelach 3 i 4 przedstawiono odpowiednio
profil aminokwasow egzogennych i endogennych (g/16 g N) w badanym surowcu
uwzgledniajgc badane odmiany oraz rok zbioru.

Istnieje okoto 300 aminokwaséw, sktadnikow  biatkowych, bedacych
najwazniejszymi w pozywieniu, ze wzgledu na fakt, iz buduja biatka organizmu, jest
jedynie dwadzieScia. Sposréd 20 aminokwasow biatkowych zawartych w pokarmie,
zarowno czlowiek jak i zwierzeta potrafig syntetyzowac tylko czes¢ z nich (NEAAS, non—
essential amino acid). Pozostate aminokwasy nalezy dostarczy¢ z pozywieniem (EAAS,
essential amino acids). Jest tez grupa aminokwasow wzglednie egzogennych (SEAAs,
semi—essential amino acids), czyli takie, ktore moga by¢ syntetyzowane w organizmie, ale
tylko po dostarczeniu z zewnatrz innych aminokwaséw. Do tej grupy zaliczana jest
tyrozyna i cysteina. Organizm wytwarza je sam, jedynie, gdy dostepne sa odpowiednie
ilosci aminokwasow bedacych ich prekursorami (Hou 1 in., 2015; Lopez i Mohiuddin,
2024). Tyrozyna syntetyzowana jest pod warunkiem, iz dostarczona z pozywieniem
zostanie fenyloalanina — aminokwas egzogenny. Podobnie jest z cysteing, ktora
syntetyzowana jest z metioniny.

Sa to dwa istotne aminokwasy. Dla przyktadu, jak pokazano, tyrozyna jest waznym
elementem budulcowym hormondéw, a takze substancji biologicznie czynnych (m.in.

adrenalina, dopamina, tyroksyna, trdjjodotyronina, noradrenalina) (Dratman i Martin,
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2020). Jak wykazano, dodatek fenyloalaniny i tyrozyny wplywa pozytywnie na dobrostan
zwierzat zmniejszajac ich stres, szczegélnie w momentach stresogennych oraz
W sytuacjach narazenia na niebezpieczenstwo (Salamanca i in., 2020). Zawartos¢
niezb¢dnych aminokwasow w biatku lisci rokitnika zwyczajnego byta stosunkowo wysoka
(tab. 3).

Tabela 3. Zawarto$¢ aminokwasow egzogennych (g/16 g N) w badanym suszu lisci rokitnika

ZWYyCzajnego
Aminokwasy Aminokwasy
Czynnik Lys? siarkowe Thr Te Trp Val Leu | His |_aromatyczne
Met Cys Phe Tyr

2014 |5,24b37,93a|1,22b|4,49b|3,62b|027a|437b|7,19¢|2,02¢|4,18b|3,00a

Rok | 2015 |3,90a|7,62a|092a|3,07a|2,83a|042c|3,66a|48la|l,17a|334a]|2,78a

2016 |4,88b|8,07a|1,23b{3,97b (3,14ab| 0,37b |4,15ab| 6,18b |1,93ab|3,86b|2,93a

Ascola | 4,70 a | 7,86a |1,19ab| 3,93a|3,45a|{031a|4,22a|6,18a|2,09a|391a|3,30b

Hergo | 4,51a|7,69a|091a|3,73a|281a|045b|3,99a|591a|l1,82a|3,76a|225a

Odm.!
Habego| 4,82 a|8,25a|1,28b|4,16a|3,24a|0,33a|4,04a|6,60a | 1,88a|3,82a|3,26b

Leikora| 4,66a | 7,70 a [1,10ab| 3,55a | 3,28a |0,31a|3,99a|5,55a|1,82a | 3,68a |2,80a,b

L Odm. - odmiana (cv., cultivar); 2 Lys - lizyna (lysine), Met - metionina (methionine), Cys - cysteina
(cysteine), Thr - treonina (threonine), lle - izoleucyna (isoleucine), Trp - tryptofan (tryptophan), Val - walina
(valine), Leu - leucyna (leucine), His - histydyna (histidine), Phe - fenyloalanina (phenylalanine), Tyr -
tyrozyna (tyrosine); 3 érednie oznaczone co najmniej jedng taka samg litere (a, b, c) nie roznily sig
statystycznie przy p=0,05 (dla wszystkich kolumn i czynnikoéw osobno).

W wigkszosci przypadkow nie wykazano istotniej réznicy pomiedzy badanymi
odmianami w poziomach zar6wno aminokwasow egzogennych (tab. 3), jak i endogennych
(tab. 4).
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Tabela 4. Zawarto$¢ aminokwasoéw endogennych (g/16 g N) w badanym suszu lisci rokitnika

ZWYyCzajnego
Czynnik Asp! Ser Glu Pro Gly Ala Arg
2014 10,55¢c?| 4,12¢c | 8,87 a 479c¢ | 531c | 2.87a | 4,26a
Rok 2015 6,19a | 2,88a | 8,88a 322a | 3,52a | 291a | 4,65a
2016 839b [ 3,50b | 9,00a | 400b | 443b | 293a | 445a
Ascola 8,35a |3,37ab| 9,30a 3,51a |441ab| 2,79a | 437a
) Hergo 8,07a |3,73bc| 8.63a 434b |442ab| 3,02a | 501a
Odmiana
Habego 9,02b | 401c | 846a |4,03ab| 478b | 3,07a | 4,31a
Leikora 8,08a | 2,89a | 929a (4,14ab| 4,06a | 2,73a | 4,13 a

! Asp — kwas asparaginowy (aspartic acid), Ser — seryna (serine), Glu — kwas glutaminowy (glutamic acid),
Pro — prolina (proline), Gly — glicyna (glycine), Ala — alanine (alanine), Arg — arginina (arginine);

2 $rednie oznaczone co najmniej jedng takg samg litere (a, b, ¢) nie r6znity si¢ statystycznie przy p=0,05 (dla
wszystkich kolumn i czynnikow osobno)

Standardowa metoda oceny jakosci biatka pozostaje nadal klasyczna — chemiczna
metoda oparta na zawarto$ci aminokwasoéw niezbednych dla danego gatunku. W tabeli 5
przedstawiono wspoétczynniki okreslajagce warto$¢ odzywcza biatka lisci rokitnika
zwyczajnego, uwzgledniajac jako zmienng badane odmiany oraz rok zbioru. Srednia
zawartos¢ aminokwasow egzogennych w biatku lisci rokitnika zwyczajnego
w przeprowadzonych analizach wynosita 37,88 ¢g/16 g N uwzgledniajac wzorzec dla
dorostego cztowieka (MH) 1 44,23 g/16 g N w odniesieniu do wzorca dla zwierzat (WE).

Tabela 5. Warto$¢ odzywcza biatka badanego suszu lisci rokitnika zwyczajnego

Czynnik EAAs ' MH* |EAAs WE °| CS2MH | CS WE |[EAAI > MH|EAAI WE
2014 41,51b° 43,52 b 26,87a | 1581a| 80,67b 66,96 b
Rok 2015 33,35a 35,11 a 42.02¢ |24,72c | 7245a 57,94 a
2016 38,77 b 40,70 b 3443b |20,82b| 80,11b 64,75b
Ascola 39,05 a 41,14 a 30,79a | 18,11a| 7837a 64,90 a
Hergo 36,03 a 37,84 a 42,770b | 2587b| 77,86a 62,27 a
Odmiana
Habego 39,80 a 41,68 a 33,17a | 19,51a| 78,85a 64,71 a
Leikora 36,63 a 38,45 a 31,12a | 1830a| 7591a 60,99 a
' EAAs — — aminokwasy egzogenne (essential amino acids); > CS — wskaznik aminokwasu ograniczajacego

(chemical score of restrictive amino acid(s)); > EAAI — wskaznik aminokwasow egzogennych (essential
amino acid index); * ME - wzorzec aminokwasow biatka dla czlowieka (mature human protein standards);
WE -wzorzec aminokwasow biatka jaja kurzego (whole egg protein standards); ® $rednie oznaczone co
najmniej jedng takg samg litere (a, b, ¢) nie réznily si¢ statystycznie przy p=0,05 (dla wszystkich kolumn i
czynnikéw osobno).
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Wysoka zawartos¢ aminokwaséw egzogennych znalazta odzwierciedlenie
w oszacowanym wskazniku aminokwasow niezbgdnych (EAAI, essential amino acid
index), ktory wahat sie od 72,45 do 80,67% dla wzorca biatkowego dorostego cztowieka
(MH, mature human protein standards), a dla zwierzat zgodnie z wzorcem biatka jaja
kurzego w zakresie od 57,94 do 66,96% (WE, whole egg protein standards). Pierwszym
aminokwasem ograniczajagcymi warto$¢ odzywcza biatka (CS, chemical score) zardwno
wobec MH (CSwmn), jak i WE (CSwe) okazat si¢ tryptofan.

Przeprowadzona analiza PCA (ryc. 2) w oparciu o sktad aminokwasowy surowca nie
pozwala juz tak jednoznacznie jak poprzednia analiza PCA (dla skladu podstawowego),
pogrupowaé przypadki gltownie w oparciu o okres wegetacyjny. Szczeg6lnie jest to
widoczne w uktadzie przypadkow (poszczegdlnych odmian) z roku 2014. Wyraznie
korzystniejszym sktadem aminokwasowym cechowatl si¢ surowiec pozyskany z odmian
Habego i Ascola (rycina 2 A, B). Liscie tych odmian cechowaly si¢ wickszg zawartoscia
waliny, izoleucyny, cystyny, metioniny i tyrozyny w przeciwienstwie do lici odmian
Hergo i Leikora. Inng obserwacja ptynacg z tej analizy jest wigksza zawarto$¢ tryptofanu
w lisciach pochodzacych z 2015 roku oraz wyraznie ujemna korelacja tego aminokwasu

Z treoning, lizyna, histydyna i fenyloalaning.
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Rycina 2. Wspotrzedne czynnikowe zmiennych (A) i przypadkow (B) dla aminokwasow
egzogennych lisci rokitnika zwyczajnego w uktadzie wspotrzgdnych pierwszej pary sktadowych
Wyjasnienia: Lys - lizyna (lysine), Met - metionina (methionine), Cys - cysteina (cysteine), Thr - treonina

(threonine), Ile - izoleucyna (isoleucine), Trp - tryptofan (tryptophan), Val - walina (valine), Leu - leucyna
(leucine), His -histydyna (histidine), Phe - fenyloalanina (phenylalanine), Tyr - tyrozyna (tyrosine).

Dwuczynnikowa analiza wariancji, ktora zostala wykonana, a jej wyniki
zamieszczono w tabelach, pozwala na indywidualng ocen¢ dwoch zZroédet zmiennosci tj.
roku i genotypu. W tabelach przedstawiono $rednie dla lat i odrebnie $rednie dla badanych
odmian. Zatem $rednie dla poszczegdlnych lat sg $rednig ze wszystkich odmian, a $rednie
dla poszczegolnych odmian sg $rednig z lat badan. W opracowaniu nie przedstawiono
interakcji lata x odmiana bowiem to zrodto zmiennosci nie byto statystycznie istotne, co
oznacza, ze w opracowaniu nie przedstawiono plonowania poszczegdlnych odmian
w poszczegblnych latach badan. Doskonalszym obrazem w/w interakcji jest wykonana
1 przedstawiona analiza skladowych gtownych (PCA). To w oparciu o jej wyniki mozna
opisa¢ zmiennos¢ sktadu chemicznego odmian w latach, co uczyniono.

Wykonane analizy (wariancji 1 PCA) potwierdzily zrdznicowanie sktadu
chemicznego lisci rokitnika zwyczajnego. Analizowane zrodla zmiennosci (rok, genotyp)
wplyngty zaréwno na sklad podstawowy, jak i aminokwasowy. Dyskutowanie
0 zmiennosci sktadu chemicznego lisci rokitnika zwyczajnego badanych genotypow jest ze

wzgledu na ubogos¢ Zrodet ograniczona, a wrgcz niemozliwa. Natomiast szczegdlowa
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analiza wptywu okresu wegetacji na sktad chemiczny surowca wymaga szczegdtowego
scharakteryzowania warunkoéw siedliskowych, czego nie uczyniono ze wzgledu na

okreslone wymogi wydawnicze dla P-1.
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6.2. Publikacja P-2

Organizm zarowno ludzki, jak 1 zwierzecy posiada specyficzne mechanizmy
enzymatyczne 1 nieenzymatyczne dzialajace w celu ochrony przeciwrodnikowej
1 utrzymania réwnowagi redoks w komorkach organizmu. Pod wpltywem pewnych
czynnikow, zaréwno egzo-, jak i endogennych, w przypadku niedostatecznej zdolno$ci
organizmu do eliminacji reaktywnych form tlenu (RFT), bilans ten zostaje zaburzony
i dochodzi do tzw. zjawiska stresu oksydacyjnego (Pamplona i Costantini, 2011; Valko
I in., 2016). Stres oksydacyjny pojawia si¢ gdy wytwarzanie RFT przelamuje mechanizmy
obrony antyoksydacyjnej organizmu zwierze¢cia. Moze ono prowadzi¢ do uszkodzen
struktur komorkowych, a w konsekwencji do réznych stanow chorobowych. Stan taki
moze wystgpowaé w okresach krytycznych zycia zwierzat (m.in. narodziny, wyleg,
odsadzenie czy laktacja) (Durand i in., 2022; Tian i in., 2023). Mechanizmy endogenne nie
zawsze wystarczajg. W takiej sytuacji do organizmu muszg by¢ dostarczone substancje
egzogenne, ktorych gtownym zadaniem jest przechwycenie i/lub ustabilizowanie aktywnej
czasteczki, zanim ta dokona zniszczen (przeciwutleniacze interwencyjne). Wskazuje to na
konieczno$¢ wspotdziatania antyoksydantow réznego pochodzenia 1 o roznych
mechanizmach dziatania (Prior, 2015). W celu ochrony przed wspomnianymi procesami
wykorzystywane sg zwigzki zaliczane do grupy przeciwutleniaczy rozpuszczalnych
w wodzie 1 thuszczach. Zwiazki fenolowe to bardzo duza grupa naturalnych zwigzkow
chemicznych bedacych wtornymi metabolitami roslin, wystepujacych powszechnie
w $wiecie roslin, a takze zwierzat. Zaliczane sg one do grupy antyoksydantow, poniewaz
zapobiegaja i/lub eliminuja powstawanie wolnych rodnikéw. Efekt zdrowotny
przeciwutleniaczy polega na neutralizacji wolnych rodnikow w organizmie (Losada—
Barreiro i in., 2017).

Oceng potencjatu przeciwutleniajagcego zywnosci prowadzi si¢ przy pomocy testow
w roznych uktadach i wykorzystujacych odmienne mechanizmy reakcji (Roginsky 1 Lissi,
2005; Karadag i in., 2009). W publikacji P-2 zastosowano testy polegajace na hamowaniu
wolnych stabilnych rodnikéw: DPPH™ i ABTS™". Zastosowanie do oceny potencjatu
antyoksydacyjnego rodnika DPPH'" pozwala na ocene jedynie przeciwutleniaczy
hydrofobowych, w przeciwienstwie do rodnika ABTS'™, ktéry reaguje zaréwno
z przeciwutleniaczami hydrofobowymi, jak i hydrofilowymi. W pracy zastosowano
rowniez jedng z niestandardowych metod oceny potencjatu przeciwutleniajgcego — metode

fotochemiluminescencji (PCL, photochemilumiescence). Fotochemiluminescencja zostata
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wykorzystana po raz pierwszy do oceny potencjalu przeciwutleniajgcego przez Popova
I in. (1987). Metoda ta cechuje si¢ wysoka czutosécig, moze wigc by¢ wykorzystywana do
oznaczen wilasciwosci antyoksydacyjnych zaréwno produktow bogatych, jak i mniej
zasobnych w sktadniki wykazujace dziatanie przeciwutleniajgce. Metoda ta jest
wykorzystywana do zbadania aktywnos$ci antyoksydacyjnej zaréwno frakcji hydrofilowe;j
(ACW, water—soluble antioxidant capacity) jak i lipofilowej (ACL, lipid-soluble
antioxidant capacity) w materiale ro§linnym.

W tabeli 6 przedstawiono zawarto$¢ polifenoli ogotem (TP, total polyphenol) oraz
wyniki badan przeprowadzonych z wykorzystaniem trzech metod stosowanych do pomiaru
wlasciwos$ci antyoksydacyjnej lisci rokitnika zwyczajnego. Liscie pochodzace z kolejnych
lat badan charakteryzowaly statystycznie zr6znicowang zawartoscia polifenoli ogoétem (od
186,64 do 330,16 mg GAE/1g s.m.), co potwierdza mozliwos¢ znacznego modyfikowania

jakos$ci surowca (lisci) poprzez warunki siedliskowe.

Tabela 6. Zawarto$¢ polifenoli ogétem oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna (w 1 g s.m.) badanego

suszu lisci rokitnika zwyczajnego

CzynnikPolifenole og?iem TEAC 2 ABTS™ TEAC DPPH™* PCL
(mg GAE 1) (UM TRX ? (UM TRX) (UM TRX)
Rok
p4 =0,029 =0,071 <0,000 =0,905
2014 186,64 a ° 491,86 a 340,57 b 348,49 a
2015 197,43 ab 493,36 a 350,04 b 313,23 a
2016 330,16 b 49461a 299,53 a 310,98 a
Odmiana

p =0,239 =0,036 =0,095 =0,148
Ascola 307,02 a 490,47 a 323,49 a 290,76 a
Habego 216,26 a 492,82 ab 329,53 a 245,20 a
Hergo 195,80 a 493,32 b 332,94 a 254,41 a
Leikora 233,25a 492,50 ab 334,23 a 506,57 a

! GAE — ekwiwalent kwasu galusowego (gallic acid equivalent); > TEAC - potencjal przeciwutleniajgcy
(trolox equivalent antioxidant capacity); * TRX - trolox; * p - prawdopodobienstwo odrzucenia hipotezy
zerowej (HO; my = m;, ... = my); ® §rednie oznaczone co najmniej jedng takg samg litere (a, b, c) nie r6znily
si¢ statystycznie przy p=0,05 (dla wszystkich kolumn i czynnikéw osobno).

Zauwaza si¢ rowniez tendencje (p=0,239) sugerujaca zréznicowanie zawartosci TP
w lisciach badanych odmian rokitnika. Zawarto§¢ TP w lisciach odmiany Ascola wynosita
307,02 mg GAE/1lg s.m., a w lisciach odmiany Hergo tylko 195,80 mg GAE/1g s.m.
W badaniu Cho i in. (2014) zawarto$¢ polifenoli ogdétem w herbacie z lisci rokitnika

zwyczajnego i ekstraktach z zielonej herbaty wahata si¢ odpowiednio od 23 do 66 i od 33
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do 118 mg GAE/1 g s.m. Upadhyay i in. (2010) uznali 70% etanol za optymalny
rozpuszczalnik do ekstrakcji zwigzkow fenolowych z lisci rokitnika zwyczajnego.
Zaobserwowano zmienno$¢ zawartosci zwigzkow fenolowych w zaleznosci od wielu
czynnikoéw, takich jak rodzaj lokalizacji, rok zbioru i odmiany (Criste i in., 2020; Sytafova
I in., 2020). To duze zrdéznicowanie zwigzkéw odpowiedzialnych za wiasciwosci
antyoksydacyjne odnalazto swoje potwierdzenie w zréznicowanych wynikach testow
przeciwutleniajgcych w prezentowanych badaniach (tab. 6).

Ekstrakty z lisci rokitnika wykazaly silne dziatanie przeciwutleniajace w testach
DPPH i ABTS (Tabela 6 i 7). Material badawczy redukowat znaczaco zarowno rodnik
DPPH"", jak i ABTS™ w badanych probach (RSA, od 56,33 do 98,25%). Aktywno$é¢
przeciwutleniajgca lisci rokitnika mierzona za pomocg rodnika ABTS'™ zalezata od
odmiany. Ekstrakty z lisci réznych odmian wykazaly aktywnos$¢ antyoksydacyjna
w zakresie od 490,47 do 493,32 uM TRX/1 g s.m. i byly to statystycznie zré6znicowane
zawarto$ci stwierdzone w liSciach odmian Ascola i Hego. Ze wzgledu na lipofilowa nature
rodnika DPPH™, zaobserwowano niewielkg réznice w aktywnosci antyoksydacyjnej
badanych odmianach mierzonej metodg DPPH w poréwnaniu z testem ABTS. Stosunkowo
prosty sposob wykonania oznaczen w metodzie ABTS sprawia, ze jest to analiza rutynowo
uzywana do oznaczania zdolnosci antyoksydacyjnych probek przeciwutleniaczy zarowno
hydrofobowych, jak i hydrofilowych. Pamigta¢ jednak nalezy, ze rodnik ten cechuje si¢
duzo wigksza trwalo$cig niz obecne w surowcu rodniki, co moze budzi¢ zastrzezenia czy
taka metoda dobrze opisuje rzeczywiste reakcje z wolnymi rodnikami. Natomiast
ograniczeniem metody DPPH jest fakt, ze DPPH™ rozpuszcza si¢ jedynie
w rozpuszczalnikach organicznych 1 nie pozwala na oznaczenia antyoksydantow
hydrofilowych (Arnao, 2000).

Na wlasciwosci przeciwutleniajace moze mie¢ wplyw wiele czynnikoéw poza
gatunkiem rosliny, m. in. §wiezo$¢ badanego surowca roslinnego. Wtasciwosci utleniajace
surowcow moga tez ulec zmianie zaleznie od sposobu i czasu ich przechowywania. Alabri
1 in. (2014) sugeruja, ze podczas przechowywania surowcoOw roslinnych niektére zwigzki
moga si¢ ulotni¢ lub ulec rozktadowi, natomiast uzyskany efekt jest uzalezniony od wielu

czynnikéw, tj. rodzaju surowca czy metody przetwarzania prob.
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Tabela 7. Aktywnos¢ antyoksydacyjna wyrazona jako RSA (%)

Czynnik RSA!agTs (%) RSApepH (%)
Rok

p? =0,074 =0,009

2014 97,27a3 60,50a

2015 98,25a 56,33a

2016 97,16a 73,41b

Odmiana

p =0,176 =0,074

Ascola 97,52a 66,19a

Habego 96,89a 61,87a

Hergo 97,70a 63,51a

Leikora 98,13a 62,08a
'RSA — aktywnoéé przeciwutleniajca (radical scavenging activity); ?p - prawdopodobiefistwo odrzucenia
hipotezy zerowej (HO; m; = m;, ... = my); 3 $rednie oznaczone co najmniej jedng takg sama litere (a, b, c) nie

roznity si¢ statystycznie przy p=0,05 (dla obu kolumn i czynnikéw osobno).

W niniejszych badaniach dokonano réwniez oceny potencjatu przeciwutleniajagcego
lisci rokitnika metodg PCL_ACW. Metoda ta nie potwierdzita zroznicowania potencjatu
antyoksydacyjnego surowca pochodzacego z roznych sezonow wegetacyjnych, ale poprzez
wykazang tendencj¢ statystyczng (p=0,148) wyraznie wskazuje odmian¢ Leikora jako
cechujacy si¢ znaczaco wigkszag aktywnoscig antyutleniajacg (506,57 umol Trolox/g s.m.).
Pomimo braku zroznicowania aktywnosci antyoksydacyjnej (AA, antioxidant activity)
materiatu badawczego okreslonej metoda PCL interesujagcym jest fakt, niestety nie
potwierdzony statystycznie, ze AA liSci odmian Habego i Leikora w kolejnych latach
wzrastata, a odmian Ascola i Hergo spadata.

Zastosowane metody pomiaru AA liSci rokitnika zwyczajnego nie daty jasnej
odpowiedzi, co do zrdéznicowania jakosci surowca pochodzacego z roéznych sezondow
wegetacyjnych, ale raczej pozwalaja na wskazanie odmiany Leikora, jako odmiany
o wigkszej AA lisci. Uwzgledniajac zwigzek migdzy rozwojem chordb cywilizacyjnych
a stresem tlenowym, silne wiasciwosci przeciwutleniajace lisci rokitnika zwyczajnego
moga wskazywa¢ na potencjalne mozliwosci wykorzystania tego surowca nie tylko
w profilaktyce, ale rowniez w terapii licznych choréb (Mai in., 2021).

Wykres wspolrzednych czynnikowych dla zmiennych (Rycina 3A) prezentuje
rozrzut zbioru tadunkéw czynnikowych na dwuwymiarowe] ptaszczyznie rozpigtej na
dwoch pierwszych sktadowych. Natomiast rycina 3B przedstawia rozrzut zbioru danych na

ptaszczyznie przywotanych wyzej sktadowych. Przedstawione wykresy potwierdzaja
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szczegblne zroznicowanie w latach AA 1 zawartosci polifenoli w liciach odmiany Ascola,
bowiem ulokowanie tej odmiany na ptaszczyznie sktadowych obejmuje ¢wiartki: 1 — rok
2015, 11l — rok 2014 i IV — rok 2016. Ponadto wykres potwierdza znaczne podobiefnstwo
lisci odmian Habego i Hergo oraz pewng odrebnos$¢ lisci odmiany Leikora, ktorg
potwierdza réwniez czula i precyzyjna metoda PCL. Zaskakujagcym wynikiem analizy
PCA jest natomiast ujemne skorelowanie AA (ABTS i DPPH) z TP oraz braku korelacji
pomiedzy TP i AA (PCL). Wnioski te potwierdzaja istotne statystycznie wspotczynniki
korelacji (tab. 10 i 11). Efekt taki, moze sugerowaé, ze za AA lisci rokitnika zwyczajnego
nie tylko odpowiadaja oznaczone flawonoidy czy tez taniny, ale by¢ moze w wigkszym
stopniu pozostale nieoznaczone frakcje jak np. kwasy fenolowe, karotenoidy, sterole
(Zuchowski, 2023). Ponadto zmienno$¢ AA surowca ro§linnego warunkowa na jest nie
tylko przebiegiem sezonu wegetacyjnego, ale rowniez wiekiem fizjologicznym surowca

(Biel i in., 2017).
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Rycina 3. Wspoétrzedne czynnikowe zmiennych (A) i przypadkoéw (B) polifenoli ogotem
i testow aktywnosci antyoksydacyjnej w uktadzie wspotrzednych pierwszej pary sktadowych
Wyjasnienia: ABTS™ - kwas 2,2’-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)  (2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid); DPPH™ - 11-difenylo-2-pikrylohydrazyl ~ (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl); PCL - fotochemiluminescencja (photochemiluminescence assay); TP — polifenole ogotem
(total polyphenol); odmiany: A - Ascola; HA - Habego; HE - Hergo; L - Leikora.

Najwieksza grupe polifenoli roslinnych stanowia flawonoidy. W obrebie tej grupy
wyrozniono kilka podklas réznigcych si¢ budowa oraz wynikajaca z niej aktywnoscia
antyoksydacyjng. Zmierzone ilosciowo zwigzki fenolowe sg ogdlnie uwazane za gléwne
czynniki determinujace zdolno$¢ antyoksydacyjna ro$lin. Catkowita zawarto$é
flawonoidow (TF, total flavonoid) w lisciach rokitnika zwyczajnego zostata przedstawiona
w tabeli 8. Srednia zawarto$¢ TF byta wysoka i wyniosta 281,76 mg QEE/1 g s.m. Nie
stwierdzono jednak istotnego wptywu sezonu wegetacyjnego, ani odmiany na zawartos¢
TF w lisciach rokitnika zwyczajnego. Catkowita zawarto$¢ flawonoidow wynoszaca 36,58
mg QEE na 1 g ekstraktu zostatla stwierdzona w liSciach rokitnika zwyczajnego
pochodzacego z Rumunii (Criste i in., 2020). Warto$¢ ta jest stosunkowo nizsza od
wynikow wlasnych, ale wartoéci w publikacji P-2 wyrazone s3 na 1 g sm.,
a w przywotanym opracowaniu nie jest to jasno okreslone. Wang i in. (2022b) stwierdzili
zawarto$¢ TF w zakresie od 24,57 do 34,83 mg rutyny na 1 g s.m. lisci rokitnika

zwyczajnego.
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Tabela 8. Zawarto$¢ flawonoidow i tanin ogdtem (W 1 g s.m.) w badanym suszu lisci

rokitnika zwyczajnego

Czynnik Flaovg\;l/g?égdy Flawonole | Antocyjany | Proantocyjanidyny Zgg;:gl

(moOEEY | (MIQEE) | (mg) (mg) (ma TAY)
Rok

p?3 =0,931 =0,868 =0,004 =0,015 =0,029

2014 281,05a* 79,29 a 10,928 b 8,634 a 1,429 a
2015 281,66 a 80,71a 6,932 a 7,860 a 1,445 ab

2016 282,58 a 80,70 a 6,375 a 18,517 b 1,516 b

Odmiana

p =0,833 =0,892 =0,430 =0,570 =0,128

Ascola 283,54 a 80,53 a 9,202 a 11,136 a 1,491 a

Habego 282,72 a 81,37 a 7,710 a 14,547 a 1,413 a

Hergo 279,51 a 79,18 a 7,794 a 10,426 a 1471a

Leikora 281,28 a 79,56 a 7,608 a 10,573 a 1,479 a

IQEE- ekwiwalent kwercetyny (quercetin equivalent); ’TA — kwas taninowy (tannic acid);

3p - prawdopodobienstwo odrzucenia hipotezy zerowej (HO; m; = mp ... = m,); ¢ $rednie oznaczone co
najmniej jedna taka sama liter¢ (a, b, ¢) nie rdznily si¢ statystycznie przy p=0,05 (dla wszystkich kolumn
i czynnikdéw osobno).

Flawonole sa najlepiej zbadang grupa flawonoidow. Na zawarto$¢ tych zwigzkow
w lisciach rokitnika zwyczajnego nie wplynetly badane czynniki, ale stwierdzono znaczaca
obecnos¢ rutozydu i kwercetyny (tab. 9). Zawarto$¢ tych zwigzkéw w liSciach badanych
odmian byla tozsama, ale surowiec z roznych sezonow wegetacyjnych zawieral
statystycznie zréznicowang ich zawarto$é (tab. 8). Srednia zawartos¢ flawonoli wyniosta
80,19 mg QEE/ 1 g s.m. lisci rokitnika zwyczajnego. Jak pokazuja badania zawarto$¢
flawonoidow w lisciach 1 owocach rokitnika wynosi odpowiednio od 310 do 2100 mg/100
g suszonych lisci i od 120 do 1000 mg/100 g swiezych owocow (Glauzunova i in., 1984;
Glauzunova i in., 1985; Chen i in., 1991). Ze wzgledu na r6zne metody oznaczania oraz
stosowane rozne standardy niemozliwym jest porownanie uzyskanych wynikow.
Aczkolwiek powszechnie potwierdzono, ze rokitnik zwyczajny jest bogaty w zwigzki
fenolowe. Zatem ze wzglgdu na znaczng zawarto$¢ zwiagzkoéw fenolowych badane rosliny
rokitnika sg obiecujacym zrédtem naturalnych zwigzkéw antyoksydacyjnych w paszach
1 Zywnosci.

Zawarto$¢ poszczeg6lnych flawonoidow w badanych materiale byta zréznicowana
statystycznie  przez  analizowane czynniki  eksperymentalne. Na  zawarto$¢
proantocyjanidyn, antocyjanow i tanin ogétem istotny wplyw miato pochodzenie surowca
(sezon wegetacyjny).
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Oprocz tanin hydrolizujacych w roslinach wystgpuja proantocyjanidyny (PAC)
(inaczej taniny skondensowane lub niehydrolizujace). Stanowig polimery flawanow.
Zbudowane sg z monomerow katechiny i epikatechiny (Borkowski i Mitkowska, 1997).
PAC charakteryzuja si¢ wysoka aktywno$¢ biologiczng. Zwiazki te przyciagaja coraz
wigksza uwage w badaniach medycznych, ale i zywieniowych wzgledu na ich ré6znorodng
bioaktywnos$¢ (dziatanie przeciwutleniajace, przeciwcukrzycowe, przeciwotylosciowe,
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne czy kardioprotekcyjne (De La Iglesia i in., 2010;
Gonzalez-Quilen i in., 2020; Qi i in., 2022). Badane liScie rokitnika zwyczajnego sg
bogatym zréodlem PAC, a istotnie najwiecej tych zwigzkow stwierdzono w liSciach
z sezonu wegetacyjnego 2016 roku (18,517 mg/ 1g s.m.). Mimo, ze liscie badanych
odmian nie roznity si¢ statystycznie zawartoscig PAC (tab. 8), to mozna zaobserwowaé
tendencj¢ do nieco wigkszej zawartos$ci tych zwiazkéw w liSciach odmiany Habego
(14,547 mg/ 1 g s.m.). Ostatnie lata dostarczyty dowodow na to, ze skondensowane taniny
sg obecne w roznych roslinach i maja potencjat przeciwdrobnoustrojowy, w tym dziatanie
przeciwgrzybicze. Luiz i in. (2015) ocenili wplyw frakcji bogatych w polimery
proantocyjanidynowe ze Stryphnodendron adstringens i wykazali hamowanie wzrostu
Candida albican (ATCC 10231). Jak wykazaly badania Fan i in. (2007), czy Yang i in.
(2016) nasiona rokitnika zwyczajnego sa bogatym zrédtem PAC. Lodygi i inne elementy
rokitnika zwyczajnego, wczesniej uwazane za produkt uboczny, okazaty si¢ réwniez
cennym zrodtem substancji o obiecujacej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Sadowska
I in. (2017) dowiedli, ze liscie i todygi rokitnika zwyczajnego bogate w skondensowane
taniny cechuje dziatanie przeciwgrzybicze, a takze pozytywny wplyw na czynniki
wirulencji Candida spp., wykazujagc tym samym potencjal do opracowywania nowych
produktéw przeciwgrzybiczych wspierajacych tradycyjnie stosowane leki. Nalezy rowniez
z punktu widzenia wlasciwosci odzywczych surowca, pamigta¢ o interakcji PACs
z biatkami, szczeg6lnie bogatymi w proline. Jak wykazano w P-1 (Bosko i in., 2024) liscie
rokitnika zwyczajnego zawierajg srednio 4 g proliny w 100 g biatka, co stanowi 5,28%
sumy wszystkich 20 oznaczonych aminokwasow. Biologicznie waznym efektem tej
interakcji jest m.in. blokowanie aktywno$ci enzymoéw, szczegdlnie proteolitycznych.
Innym efektem obecnosci PACs moze by¢ ograniczenie przyswajalnosci niektérych
sktadnikow mineralnych.

Kolejng grupa zwigzkow fenolowych oznaczonych w lisciach rokitnika zwyczajnego
byly antocyjany, ktore réwniez posiadaja wieloplaszczyznowe dziatanie, w tym

antyoksydacyjne, anty—mutagenne, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe (Islam, 2006).
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Wystepuja one przede wszystkim w owocach jagodowych, nadajac owocom atrakcyjne
kolory. Najwigksza zawarto§¢ antocyjanow 1 przy tym najwyzsza aktywnos¢
przeciwutleniajaca wykazujg owoce jagodowe, takie jak: zurawina, czarna jagoda, malina,
truskawka, winogrona 1 jagody bzu czarnego oraz boréwki czarnej. Podkresla si¢ rowniez
ich obecno$¢ w innych gatunkach ro$lin (w tym innych ich cz¢$ciach morfologicznych)
dotychczas nie utozsamianych z ich obecnoscia. Liscie wielu gatunkow ro$lin sa bogate
antocyjany (Gould i in., 2002). Na przyktad batat, oprocz jadalnej bulwy korzeniowej ma
rowniez jadalne liScie 1 pedy nadziemne, ktére zawierajg liczne zwigzki polifenolowe,
w tym m.in. antocyjany (Li i in., 2019; Su i in., 2019). W badanych lisciach rokitnika
zwyczajnego stwierdzono ich zawarto$¢ w zakresie od 6,375 do 10,928 mg/ 1 g s.m.,
potwierdzajac zarazem zroznicowanie ich zawarto$ci w surowcu w zalezno$ci od roku
pozyskania (p=0,004). Zawarto$¢ antocyjanow w liSciach badanych odmian nie byta
zroznicowana statystycznie (p=0,430). Aczkolwiek liscie odmiany Ascola wykazywaty
tendencj¢ do nieco wigkszej koncentracji tego sktadnika (9,202 mg/ 1 g s.m.). Wiele
publikowanych badan dotyczyto gtdéwnie zawartosci antocyjandow w owocach. Zwraca si¢
uwage, ze ich zawarto$¢ uzalezniona jest od barwy owocow. Stwierdzono, ze owoce
czerwone rokitnika zwyczajnego zawieraja wigcej antocyjandw niz zolte i jasnozotte
(Ercisli i in., 2007).

W publikacji P-2 dokonano réwniez oceny jakosciowej flawonoidow (Tabela 9).
W przypadku delfinidyny, jak i cyjanidyny zaobserwowano zréznicowanie zawarto$ci tych
zwigzkow w lisciach rokitnika zwyczajnego przez badane czynniki eksperymentalne.
Zdecydowanie wigkszg zawartoscig tych zwigzkow cechowal si¢ surowiec pozyskany
w sezonie wegetacyjnym 2016, a wsréd odmian wigkszg zawartoscia delfinidyny
cechowaty sie Hergo i1 Leikora. Nie stwierdzono w badanym surowcu obecnoS$ci

pelargonidyny popularnej w innych surowcach roslinnych.
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Tabela 9. Zawarto$¢ metabolitow wtérnych (ug/1 g s.m.) w badanym suszu lisci rokitnika

Zwyczajnego
Czynnik Rutozyd | Kwercetyna | Delfinidyna | Peonidyna | Cyjanidyna |Chelerytryna
Rok
pl =0,001 =0,003 =0,045 =0,335 =0,005 =0,005
2014 0,246 a 2 0,178 a 0,794 a 36,668 a 0,681la 0,681la
2015 0,295b 0,203 b 0,815a 41,141 a 0,687 a 0,885 ab
2016 0,335¢c 0,223 b 0,972b 35,942 a 0,723 b 1,043 b
Odmiana
p =0,402 =0,270 =0,017 =0,298 =0,052 =0,096
Ascola 0,280 a 0,190 a 0,723 a 33,034 a 0,685 a 0,749 a
Habego 0,296 a 0,207 a 0,783 a 37,863 a 0,700 a 0,845a
Hergo 0,287 a 0,207 a 1,026 b 39,662 a 0,687 a 0,898 a
Leikora 0,305a 0,200 a 0,909 ab 41,108 a 0,716 a 0,988 a

!p - prawdopodobienstwo odrzucenia hipotezy zerowej (HO; m; = my ... = my); 2 $rednie oznaczone co

najmniej jedng taka samg litere (a, b, c) nie roznily si¢ statystycznie przy p=0,05 (dla wszystkich kolumn i
czynnikdw osobno).

Dotychczasowe badania potwierdzity obecno$¢ w rokitniku zwyczajnym nielicznych
alkaloidéow (Tolkachew i in., 2008; Zuchowski, 2023). W prezentowanych badaniach
(CHE,

benzofenantrydynowego. Zwiazek ten wykazuje wlasciwosci pozwalajace sadzié, ze moze

potwierdzono  obecnos$¢  chelerytryny chelerythrine) —  alkaloidu
by¢ sktadnikiem wielu nowych lekow, szczegdlnie antynowotworowych (Chen i in., 2022).
Zawartos¢ CHE w materiale badawczym byta uzalezniona od warunkow klimatycznych
sezonu wegetacyjnego. Zdecydowanie najwigksza zawarto$¢ alkaloidu stwierdzono
w lisciach z roku 2016 (tab. 9). Bliskie zr6znicowania statystycznego byly zawartosci
chelerytryny stwierdzone w surowcu badanych odmian. Liscie odmiany Ascola
wykazywaly wyrazng tendencje do gromadzenia mniejszej ilosci tego cennego alkaloidu.
Wyciagi z ro$lin leczniczych zawierajace chelerytryng sa skladnikami fitopreparatow
zarowno dla ludzi, jak i w weterynarii. Badania wykazaty, ze srednia dzienna dawka per 0s
tego alkaloidu do 5 mg na 1 kg masy ciata zwierzecia jest bezpieczna dla prosiat (Kosina
I in., 2004). Hu i in. (2019) przeprowadzili oceng wtasciwosci farmakokinetycznych
mieszanki sangwinaryny i CHE u kurczat brojleréw i roéwniez wykazali, ze dodatek ten do
paszy jest bezpieczny.

Stan wiedzy na temat aktywnosci biologicznej zwigzkow flawonoidowych wskazuje
jednoznacznie, ze ich pozytywne dziatanie na organizm wynika gléwnie z wihasciwosci
antyoksydacyjnych. Jest obecnosci w ich

to mozliwe dzigki strukturze grup

54



hydroksylowych. Wykazano, ze im wigcej grup hydroksylowych w czasteczce, tym
silniejsze dziatanie antyoksydacyjne (Chen i in., 2020; Parcheta i in., 2021). Sposrod
oznaczonych zwigzkow rutozyd ma grup —OH najwigcej, delfinidyna — 6 , kwercetyna
i cyjanidyna — 5, a najmniej peonidyna.
Bogactwo zwigzkow fenolowych w lisciach rokitnika zwyczajnego potwierdzity
wczesniejsze badania innych autorow, w tym Wei i in. (2022).
Analiza PCA (Rycina 4) wykonana w oparciu o sktadniki bioaktywne zawarte
w liSciach rokitnika zwyczajnego potwierdza znaczne zrdznicowanie jakoSci lisci

badanych odmian pozyskanych w roznych sezonach wegetacyjnych (ryc. 4A i 4B).
A
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Rycina 4. Wspotrzedne czynnikowe zmiennych (A) i przypadkow (B) dla sktadnikow
bioaktywnych w uktadzie wspotrzednych pierwszej pary sktadowych

Wyjasnienia: C - cyjanidyna (cyanidin); CHE - chelerytryna (chelerythrine); DE - delfinidyna (delphinidin);
P - peonidyna (peonidin); PAC- proantocyjanidyny (proanthocyanidin); QE - kwercetyna (quercetin); R -
rutozyd (rutoside); TA - antocyjany ogdtem (total anthocyanin); TF - flawonoidy ogdtem (total flavonoid);
TFL - flawonole ogdtem (total flavonol); TT - taniny ogétem (total tannin); odmiany: A - Ascola; HA -
Habego; HE - Hergo; L - Leikora).

Z punktu widzenia pozyskiwania stabilnego jakoSciowo surowca nie jest to
pozytywna konstatacja. Jako przyktad mozna przywola¢ zmiang jako$ci surowca odmiany
Ascola. Wyraznie uwidacznia si¢ spadek zawarto$ci antocyjandéw na rzecz innych
sktadnikow aktywnych (szczegolnie flawonoidow, flawonoli 1 tanin ogoétem) w kolejnych
latach badan. W lisciach odmiany Leikora wraz z uptywem kolejnych okresow wegetacji
zwigkszata si¢ zawarto$¢ gtownie cheleretryny i delfinidyny.

Analizujac zalezno$ci pomigdzy wyznaczonymi wiasciwos$ciami surowca wykazano
bliski statystycznej istotnosci (p=0,091) wspotczynnik korelacji (r=0,509) pomiedzy
metodami DPPH i ABTS, ale zarazem potwierdzono brak korelacji pomiedzy tymi
metodami a metodg PCL — ACW (odpowiednio r=0,180 i 0,029) (Tabele 10 i 11). Metody
PCL sa rzadziej stosowane do oceny jakosci surowca roslinnego, dlatego ten brak korelacji
trudno przeanalizowa¢ na tle innych metod badawczych. Interesujace sa rowniez

zalezno$ci analizowanych wtasciwosci z chelerytryng. Alkaloid ten nie wykazuje zwigzku

korelacyjnego z AA, ale zaobserwowano istotne statystycznie zalezno$ci z antocyjanami
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i flawonolami (rutyna, kwercetyna). Zwiazek korelacyjny z antocyjanami jest ujemny
(r=—0,724), a z flawonoidami dodatni (odpowiednio r= 0,902 i 0,800) (tab. 10 i 11).

Ujemne korelacje pomiedzy TEAC DPPH i ABTS z polifenolami ogoétem (TP)
potwierdza rowniez analiza PCA (rycina 3A). Jest to wynik zaskakujacy, ktory moze
wskazywa¢ na warunkowanie AA przez inne zwigzki niz TP. Wsérod zwigzkéw, ktore
mogg wptywac na doktadno$¢ metod zaliczy¢ mozna szczeg6lnie zwiazki barwne, bowiem
ich produkty reakcji maja wigksze AA oraz np. alkaloidy. Sprawa odrebng jest natomiast
zdolno$¢ do wygaszania wolnych rodnikow, bowiem ujemna korelacja pomig¢dzy
wielkosciami TEAC DPPH i TP nie oznacza braku zdolno$ci do wygaszania wolnych
rodnikéw zawartych w badanym ekstrakcie. Oznacza to zatem, ze grupa zwigzkow
antyoksydacyjnych wchodzacych w TP wykazuje umiarkowang zdolno$¢ do wygaszania
wolnych rodnikow w wyciagu lisci rokitnika (r=0,568), pomimo przywotanej wczesniej
ujemnej korelacji ich zawartosci z TEAC DPPH.

Dieta, wraz z czynnikami genetycznymi i $rodowiskowymi, jest uwazana za
gléwny aspekt wplywajacy na prawidlowe funkcjonowanie organizmu, a takze ma
ogromny wplyw na profilaktyke chorob uktadu krazenia (CVD, cardiovascular diseases).
Choroby te sg glowng przyczyng $miertelnosci i zachorowalno$ci na $wiecie (Woodruff
I in., 2024). Jak pokazuja wyniki badan jest to tez duzy problem u psow (Lakhdhir i in.,
2020; Maerz, 2020). Dlatego zapobieganie i redukcja czynnikow ryzyka, ktore sg zwigzane
z CVD, sa glownymi zadaniami dla specjalistow. Badano rolg réznych sktadnikow
bioaktywnych, takich jak zwigzki fenolowe w zapobieganiu i leczeniu choréb uktadu
krazenia. Wptyw sktadnikow rokitnika zwyczajnego na uktad sercowo—naczyniowy jest
dobrze udokumentowany w badaniach naukowych (Cenkowski i in., 2006; Visioli i Hagen,
2007; Kiokias i in., 2008). Badania na zwierzgtach i ludziach sugeruja, ze flawonoidy
rokitnika zwyczajnego moga eliminowa¢ wolne rodniki, zmniejszenie krzepliwosci krwi
i jej lepkos¢ i poprawiaé prace serca. Suomela i in. (2006) badali wptyw ekstraktu
flawonoli rokitnika zwyczajnego (zawierajacego 19,4% aglikonow flawonoli, i 0,25%
proantocyjanidyn) na czynniki ryzyka chorob sercowo—naczyniowych uzyskujac
pozytywne wyniki w eksperymencie. Stosowanie dodatku flawonoli rokitnika
zwyczajnego u drobiu w dawce od 0,05 do 0,10% pozytywnie wplynelo wydajnosé

wzrostu, jako$¢ tuszy czy odktadanie thuszczu u brojlerow (Ma i in., 2015).
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Tabela 10. Istotnos¢ statystyczna (p) wspotczynnikoéw korelacji r-Pearsona (n=12)

p<= I 0.150 0200 0.350 0.500
Feature DPPH | ABTS | RSAABTS | RSADPPH | PCL | TP | TF [ TFL | PAC | TA TT DE R | e [ P | c | cH
DPPH 000
ABTS
RSA ABTS 0.10
RSA DPPH 0.00
PCL 0 6
TP 0.00
TF 0.40
TFL 0 . . . . 1.000
PAC 0.00 . . 1.000
TA 0
TT 0.0 . .
DE 0.28
R
QE
P 0 E
c 0.0 : 9 0
CHE 0.158 0 0.658 0.104 0.236 0.269 0.490 0.54 0.008 0 0.010 0.000 0.00 0 0.00 000
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Tabela 11. Warto$ci wspdtczynnikow korelacji r-Pearsona (n=12)

020 040 060 0.80

Feature
DPPH
ABTS
RSA ABTS
RSA DPPH
PCL

CHE

-0.209

1.000
0.509

-0.435

DPPH | ABTS | RSAABTS |RSaDPPH | pcL | P | 77 [ TRL [ PAC | TA | ™M | D | R | Qe | P | ¢ | cHE
1.000

0491 0278] 1.000]

0.836] 0491 " 087 1.000)

0480) 0029 02310099 1000

0.808] 05000208 0.568]

0264 0245\ 0266 0014 0443 0336 1000

08150050258 0,604 0.6781880088 0.667 N0M6ANN0MS0| 1000

0.357| 0420

0.699 0,400

0339 0330 0008 0484 0184 0048

0509 0101

0577 0.271

0470l 0524 06357 0278 0237 -0543 0426 0435 -0.408

0.656/ 0,043
0.293 0.143 0.492] 0.370 0.347) 0.221 0537] 0.724] 0405] 0705 0902] 0.800f 0313 0793 1.000
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7. Podsumowanie i wnioski

Na podstawie przegladu literatury i przeprowadzeniu badan (P-1, P-2) opisanych
powyzej mozna stwierdzi¢, ze liscie rokitnika zwyczajnego moga by¢ wykorzystane jako
cenny material paszowy. Najwazniejsze stwierdzenia i wnioski z badan:

1. Wykonane analizy statystyczne wykazaty zr6znicowanie sktadu chemicznego
liSci rokitnika. Analizowane zrddta zmiennosci (rok, genotyp) wplynety
zardwno na sktad podstawowy, aminokwasowy, a takze zawarto$¢ substancji
bioaktywnych.

2. Zawarto$¢ biatka w liSciach rokitnika byla wysoka 1 wyniosta $rednio
(odmiany i roku zbioru) 18,26 g/100 g s.m.

3. Srednia zawarto$¢ aminokwaséw egzogennych w biatku lisci rokitnika
zwyczajnego wyniosta 37,88 g/16 g N uwzgledniajac wzorzec dla dorostego
cztowieka (MH) 1 44,23 g/16 g N w odniesieniu do wzorca dla zwierzat
(WE).

4. Bez wzgledu na wzorzec biatka (MH, WE) pierwszym aminokwasem
limitujacym jako$¢ biatka lisci rokitnika zwyczajnego byt tryptofan. Wartos¢
wskaznika aminokwasu ograniczajacego (CS) w przypadku tryptofanu
podlegata statystycznej modyfikacji przez wszystkie testowane czynniki.

5. Ekstrakty z lisci rokitnika wykazaly silne dziatanie przeciwutleniajace
w testach DPPH, ABTS oraz PCL.

6. Liscie rokitnika sg doskonatym Zrédlem zwigzkow bioaktywnych, w tym
flawonoli (rutozyd i kwercetyna), antocyjanidyn (delfinidyna, peonidyna,
cyjanidyna).

7. Liscie rokitnika zwyczajnego sg zrédtem chelerytryny.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze liscie rokitnika zwyczajnego moga by¢ cennym
dodatkiem diety zwierzat i ludzi ze wzglgdu na ich wysokiej jakosci biatko o dobrym
sktadzie niezbednych aminokwaséw. Surowiec ten moze by¢ czeSciowym substytutem
biatka dla powszechnie stosowanych materiatow paszowych dostarczajacych biatka
w diecie. Nalezy jednak pamigta¢ o stosowaniu g0 w potaczeniu z nosnikiem tryptofanu.
Bogata zawarto§¢ zwigzkéw Dbiologicznie aktywnych oraz wysoki potencjat
antyoksydacyjny sprawia, ze liscie rokitnika zwyczajnego moga by¢ wykorzystywane
w produkcji zwierzecej jako wartoSciowy dodatek paszowy szczegélnie dla zwierzat

narazonych na stres oksydacyjny 1 zapalny.
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9.2.Spis rycin

Rycina 1. Wspotrzedne czynnikowe zmiennych (A) i przypadkow (B) dla
podstawowych sktadnikow chemicznych i frakcji wldkna pokarmowego lisci

rokitnika zwyczajnego w uktadzie wspotrzednych pierwszej pary sktadowych
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Abstract: Sea buckthorn leaves (SBT_LVs) form notable by-product during harvesting and post-
harvest management of the berries. It is already known that sea buckthorn berries are important
for their chemical composition and based on this, they occupy a wide field in nutrition. SBT_LVs
also have a rich chemical composition, like the berries. The aim of this study was to describe these
by-products in the context of protein and complex carbohydrates—dietary fiber fractions, including
qualitative and quantitative composition of amino acids. Proximate composition, amino acids,
nutritional values of the protein, and dietary fiber fractions of SBT_LVs of four cultivars (cvs.) Ascola,
Habego, Hergo, and Leikora were assessed. SBT_LVs from different years of the study had statistically
different levels of crude protein, ether extract, crude ash, and nitrogen-free extract (NFE), confirming
that the quality of the raw material (leaves) can be significantly modified by habitat conditions. The
largest fraction of dietary fiber was neutral detergent fiber (NDF), including the sum of hemicellulose,
cellulose, and lignin, followed by the acid detergent fiber fraction (ADF), consisting of lignin and
cellulose. The content of essential amino acids in SBT_LV protein was high. Overall, this study
confirms that SBT_LVs hold promise as a valuable resource for use as a food ingredient, functional
food, and dietary supplement for both humans and animals.

Keywords: Hippophae rhamnoides L.; by-products; proximate composition; genotype; amino acids;
chemical score; essential amino acids index; dietary fiber

1. Introduction

The world population is rapidly increasing, so that we need to increase global food
production by 70-100% in order to feed the world in 2050 (for a population of 10 bil-
lion) [1,2]. This phenomenon will have serious consequences, including an additional
increase in global greenhouse gas (GHG) emissions resulting from livestock production
(pork, chicken meat, beef, dairy, and eggs) [3]. Sustainable development goals (SDGs) are
the only way for mankind to survive, minimize negative effects on the environment, and
keep the planet’s population healthy. An increase of 50% in animal feed is necessary; thus,
to save the forests, it is extremely important to study the huge amounts of agricultural
by-products and use these in the best way possible for animal feed and food. Sea buckthorn
(Hippophae rhamnoides L.), which belongs to the Elaeagnaceae family, is an ornamental shrub
that is used for soil reclamation and improvement due to its ability to fix nitrogen through
its roots [2,4]. It is a plant that contains many valuable nutrients and bioactive substances.
For centuries, sea buckthorn (SBT) has been used in folk medicine in different parts of
the world. In ancient Tibet, it was used for gastrointestinal disorders; in Mongolia, it was
used as a sedative; the Greeks used it as a veterinary remedy [5-7]. In 2018, the eighth

Molecules 2024, 29, 3550. https:/ /doi.org/10.3390/molecules29153550

https://www.mdpi.com/journal /molecules


https://doi.org/10.3390/molecules29153550
https://doi.org/10.3390/molecules29153550
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/molecules
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0002-3385-6281
https://orcid.org/0000-0003-4306-0030
https://doi.org/10.3390/molecules29153550
https://www.mdpi.com/journal/molecules
https://www.mdpi.com/article/10.3390/molecules29153550?type=check_update&version=1

Molecules 2024, 29, 3550

20f12

international conference dedicated entirely to sea buckthorn was held in China, indicating
a clear growing interest in this plant [8,9]. Sea buckthorn fruit, pulp, and seed oil are widely
used in human nutrition (in various forms, from raw to juices, jams, and oils) and are
popular feed additives in livestock feeding [10-12]. Sea buckthorn leaf is a by-product
of sea buckthorn cultivation and is usually discarded as waste. However, not only sea
buckthorn berries, but also the leaves of this plant (both fresh and dried) have been recog-
nized as a valuable source of nutrients and bioactive compounds [13-15]. An interesting
process of change in the food industry is currently taking place in technologies related to the
processing of plant by-products [16]. This includes, for example, the pomace left over from
the pressing of juice and seeds [17]. Companies use broccoli leaves and stalks as additives
in herbal infusions. Agro-food waste still contains high amounts of essential nutrients.
Experimental results have shown that sea buckthorn leaves and twigs significantly reduce
oxidative stress levels, in part due to the presence of proanthocyanidins [18]. The use
of SBT_LVs in animal feed can be practiced to obtain value-added animal products and
contribute to the circular economy [19,20]. In the light of the fact that food waste is a global
problem, using all parts of vegetables and fruits is the most adequate sustainable solution.
A sustainable bio-economy requires that by-products and side-streams in agricultural and
food production are reinserted into the value cycle, a concept also called valorization or
upcycling. The concept constitutes an important sustainability-oriented innovation practice
contributing to waste reduction and efficient resource use. SBT_LVs are a valuable raw
material, not only because of their content of bioactive compounds and their antioxidant
properties but also because they can serve as a partial replacement for previously typical
protein sources, especially in livestock nutrition [21]. Various parts of the sea buckthorn
plant (woody verdure, seeds, leaves, barks, branches) have a high protein content com-
pared with other berry plants’ leaves [22], but the most considerable amounts of protein
(14-25 g/100 g dry matter) are found in sea buckthorn leaves, and for this reason, they are
used as an unconventional source of protein in animals and human food [23,24]. Based
on the results of experiments [25], SBT_LVs should be harvested from late July to early
August since leaf protein content peaks around this period of time and starts to decline
significantly by the middle of August. SBT_LVs are a source of protein and valuable amino
acids such as lysine, methionine, and cysteine [14,26]. Thus, SBT_LVs are promising for the
creation of drugs and dietary supplements [27]. In addition, one of the important health-
promoting aspects of sea buckthorn leaves is their high fiber content [24]. Dietary fibers,
such as mainly non-digestible carbohydrates, are one of the most heterogeneous groups of
compounds that are found in natural resources, providing various health-promoting effects
via regulating gut microbial composition [28]. SBT_LVs can be considered as a source of
dietary fiber and other valuable nutrients contributing to health promotion. Therefore, the
aim of this research was to assess the chemical composition of SBT_LVs, with particular em-
phasis on (1) protein and the qualitative and quantitative composition of amino acids, and
(2) complex carbohydrates—dietary fiber fractions.

2. Results and Discussion

Sea buckthorn products are reported to be a source of nutrients and biologically active
substances [29,30], but the specific cultivar and year of harvest are important factors that
affect the content and composition of SBT_LVs. For these reasons, this study investigated
the chemical composition of SBT_LVs from four cultivars from three harvest years.

The contents of basic nutritive components in the examined SBT_LVs are illustrated
in Table 1. SBT_LVs from different years of the study had statistically different levels of
crude protein, ether extract, crude ash, and nitrogen-free extract (NFE), confirming that
the quality of the raw material (leaves) was significantly modified by habitat conditions.
SBT_LVs are good sources of crude protein (CP) (from 15.66 to 20.77 g/100 g DM). SBT_LVs
are considered to be a good source of protein, with differed significantly between the
studied cultivars (Table 1). Leaves of the Hergo cv. contained 17.18 g CP/100 g DM, while
in the leaves of the Habego cv., the value was 19.08 g/100 g DM (Table 1). In the study
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by Liang et al. [31], the CP content ranged from only 13.5 g/100 g DM in sea buckhorn
branches to 17.5 g/100 g DM in leaves. Jaroszewska and Biel [24] reported as much as
24.97 g CP in 100 g DM of SBT leaves.

Table 1. Chemical composition of SBT ! leaves.

Factor Factor Level DM 2 CP EE CF CA NFE
g/100 g g/100 g DM

Year 2014 95.14b 3 20.77 ¢ 6.87 ¢ 10.47 a 5.76 ¢ 56.14 a
2015 95.35 ¢ 15.66 a 5.35b 10.50 a 4.06 a 64.43 ¢
2016 9298 a 18.34 b 5.00 a 11.90b 521b 59.55b

Cultivar Ascola 9422 a 18.76 ¢ 529 a 12.14 ¢ 5.19b 58.61 a
Hergo 9422 a 17.18 a 5.84b 10.21b 4.69 a 61.49b
Habego 94.65b 19.08 ¢ 5.97b 11.88 ¢ 5.09b 5797 a
Leikora 94.86 ¢ 18.00b 5.84Db 9.59 a 5.07Db 61.49b

1 SBT—sea buckthorn; 2 DM—dry matter, CP—crude protein, CF—crude fiber, EE—ether extract, CA—crude ash,
NFE—nitrogen free extract; 3 means with at least one same letter (a, b, ¢) did not differ statistically at p = 0.05 (for
all columns and factors separately).

One special feature of sea buckthorn berry is the high oil content in the soft parts, in
addition to the oil found in the seeds [32,33]. SBT_LVs are also a source of raw fat, which
is well absorbed by human and animal bodies [20]. Leaves of SBT contained up to 6.87 g
EE in 100 g DM. The Ascola cv. contained significantly less crude fat (as EE) than other
cultivars (5.29% and 5.84-5.97% DM, respectively). The obtained results were consistent
with an earlier study by Jaroszewska and Biel [24], who reported a 5.31-5.67% fat level in
SBT_LVs.

The main components of dry matter in SBT_LVs are carbohydrates (CHOs)-total
carbohydrates (TC) as NFE and crude fiber (CF). CHOs perform numerous essential
roles in living organisms, monosaccharides being the major source of energy for human
and animals metabolism, and polysaccharides serving as stores of energy and structural
components [34,35]. NFE consisting of simple sugars (mono-and disaccharides), digestible
starch and hydrolysis products, dextrins, and organic acids comprised the dominant share
of the dry matter. The tested leaves contained on average 60% DM of NFE. Crude fiber
included the sum of fibrous substances (cellulose, lignin, hemicellulose, etc.) resistant to en-
zymes of the digestive tract. In the studied SBT_LVs, we measured from 9.59% (Leikora cv.)
to 12.14% DM (Ascola) crude fiber. The samples collected in the first year of the experiment
showed significantly least CF (10.47% DM) and most CP (20.77% DM). In an earlier study,
Sheikh et al. [36] found as much as 15% DM of CF.

Currently, increasing attention is being paid to nutrient components that are difficult
for the monogastric gastrointestinal tract to digest, called dietary fiber. Dietary fiber (DF)
has the ability to escape digestion and absorption in the small intestine, which makes it
able to affect the way other nutrients are absorbed and metabolized in the gastrointestinal
tract. The functionality attributed to fiber varies based on chemical and physical struc-
ture [37], and most of the time, it is hard to make a clear differentiation among attributes
due to the complexity of carbohydrates found in common feedstuffs and food for humans.
The physiological functions of different dietary fibers depend to a great extent on their
physicochemical characteristics, one of which is solubility [38,39]. Different reports regard
DF either as a functional component for normal digestive organ functioning for organ-
isms [40—42] or as an antinutrient [43,44]. As a result of the use of different definitions and
assay methods in research on dietary fiber, considerable problems are encountered when
attempting to determine its actual level in food. For this reason, it is crucial to define not
only the total level of dietary fiber in the diet, but also its fractional composition, since
individual fractions are characterized by diverse action in the human body. Therefore, in
our study, we determined the share of neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber
(ADF), acid detergent lignin (ADL), hemicellulose (HCEL), and cellulose (CEL) fractions
(Table 2).
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Table 2. Dietary fiber fractions of SBT ! leaves (g/100 g DM 2).

Factor Factor Level NDF 3 ADF ADL HCEL CEL

Year 2014 31.61c* 20.81 ¢ 6.18b 10.80 b 14.64 c
2015 25.61b 18.63 b 6.55 ¢ 6.99 a 12.08 b
2016 21.06 a 13.79 a 5.09 a 7.28 a 8.70a

Cultivar Ascola 27.37 ¢ 18.90b 6.02a 847 a 12.88b
Hergo 2438 a 1592 a 575a 8.47 a 10.17 a
Habego 2597 b 18.47 b 6.08 a 7.50 a 12.38b
Leikora 26.67 b ¢ 17.68b 590 a 8.98 a 11.78 b

1 SBT—sea buckthorn; 2 DM—dry matter, 3 NDF—neutral detergent fiber, ADF—acid detergent fiber, ADL—acid
detergent lignin, HCEL—hemicellulose, CEL—cellulose; 4 means with at least one same letter (a, b, ¢) did not
differ statistically at p = 0.05 (for all columns and factors separately).

The largest fraction was NDF, which included the sum of hemicellulose, cellulose, and
lignin, followed by ADEF, consisting of lignin and cellulose. SBT_LVs were characterized by
low ADL and HCEL levels. Leaves of the Ascola cv. were characterized by significantly
higher levels of NDF fractions.

The results obtained in the present study confirmed earlier studies of the proportion
of dietary fiber fraction in SBT_LVs [24,36,45]. Substances that are part of nutritive fiber
show medicinal properties used for limiting obesity, diabetes, and sclerosis. Obesity
is a worldwide epidemic conferring a major public health challenge, placing increased
economic burden on healthcare systems, and is the fifth leading global cause of death from
cardiovascular disease and cancer [46]. Dietary fiber supplementation represent a new
paradigm with great potential to enhance weight management efficacy. Studies suggested
that SBT_LVs ameliorate the deleterious effects of diet-induced obesity and its metabolic
complications such as adiposity, dyslipidemia, inflammation, hepatic steatosis, and insulin
resistance [47].

The PCA analysis carried out confirmed the variation in the chemical composition
of the leaves of the studied sea buckthorn cultivars from different growing seasons. The
climatic conditions seem to have had a dominant effect on the chemical composition of
the leaves, which was confirmed by the proposed grouping shown in Figure 1A,B. This
observation weakened the need for a thorough analysis of the chemical composition of the
leaves of the sea buckthorn cultivars. A certain disturbance to this thesis was the location
of the ‘Leikora 2016’ case in the neighborhood of the 2015 cases. The 2015 raw material was
more abundant in NFE and ADL. In contrast, the 2014, especially the Leikora and Ascola
cvs., was characterized by EE, HCEL, and NDF and a high positive correlation between
EE and HCEL. On the other hand, in 2016, the Hergo, Ascola, and Habego cvs. contained
significantly more CF.

Proteins are made up of 20 amino acids. There are few studies in the literature on
the amino acid content and quality of SBT_LVs. Tables 3-5 and Figure 2 show the amino
acid profile in the examined SBT_LVs and the protein nutritive value. Nutritionally, amino
acids are divided into three groups—essential, non-essential, and semi-essential. Out of
20 amino acids, a human being or an animal can synthesize only some of these (NEAAs,
non-essential amino acids). Semi-essential amino acids (SEAAs) are synthesized by the
body but are designated essential during periods of stress. Nine amino acids, including
histidine, isoleucine, leucine, lysine, methionine, phenylalanine, threonine, tryptophan, and
valine, are classified as essential amino acids (EAAs) because they cannot be synthesized
by human or other mammalian cells [48,49]. Arginine is regarded as an EAA in birds and
fish. The content of essential amino acids in the protein of the SBT_LVs was high. In most
cases, there was no significant difference between the cultivar tested in the levels of both
EAAs and NEAAs. (Tables 3 and 4). Average EAAs in the protein of SBT leaves in our own
experiments amounted to 80.67 g/16 g N for a mature human (MH) and 66.96 g/16 g N for
animals (without His) (Table 5). In comparison to the standards for humans and animals
(MH and WE), Trp turned out to be the first amino acid (CS) limiting the quality of SBT_LV
proteins in all examined samples (Tables 3 and 5). A high content of essential amino acids
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(EAAs) was reflected in EAAI results, which ranged in relation to the human standard
from 73 to 81% and to the animal standard from 58 to 67% (Table 5). The PCA analysis
carried out on the amino acid composition of the raw material no longer allowed the cases
to be grouped mainly on the basis of the growing season as clearly as the previous PCA
analysis (for the basic composition). This was particularly evident in the arrangement of the
2014 cases (individual cultivars). The raw material obtained from the Habego and Ascola
cultivars was clearly characterized by a higher amino acid composition (Figure 2A,B). The
leaves of these cultivars were characterized by a higher content of Val, Ile, Cys, Met, and
Tyr in comparison to the leaves of the Hergo and Leikora cultivars. Other observations
from this analysis included the higher tryptophan content in the leaves from 2015 and the
clear negative correlation of this amino acid with Thr, Lys, His, and Phe.

A

PCA 2: 30.04%

-1.0 -0.5 0.0 05 1.0
PCA 1: 50.57%

B Hergg 2016
Ascolg 201

Habegg 2016
Habegg 2014

Hergg 2014 Leikora 2018

Habegg 2015

eikora 2014
[

\ Ascolg 2014
0

PCA 2: 30.04%

<9 Leikorg 2015

-3 Herg%2015

-4 . . . . . . .
-5 -4 -3 =l =1 0 1 2 3 4
PCA 1. 50.57%

Figure 1. The first two principal component axes for chemical composition and fiber components in
SBT_LVs for the variables (A) and for the scores (B); DM—dry matter, CP—crude protein, CF—crude
fiber, EE—ether extract, CA—crude ash, NFE—nitrogen free extract, NDF—neutral detergent fiber,
ADF—acid detergent fiber, ADL—acid detergent lignin, HCEL—hemicellulose, CEL—cellulose.
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Table 3. Essential amino acids (g/16 g N) of SBT ! leaves.

Factor Factor Level Lysine s[ueltf}:x;;fi(::aining Az;:(:i:\\ecids Th i leuci Tryptopl Valine Leucine Histidine Phex‘?}l‘i?yrrl::ifnlzmi“;}ﬁ;is‘iine
Year 2014 524b 2 793 a 1.22b 449b 3.62b 027 a 437b 719¢ 202¢ 4.18b 3.00a
2015 390a 7.62a 092a 3.07a 283a 042c¢ 3.66 a 481a 117 a 334a 278a
2016 4.88b 8.07 a 123b 397b 3.14ab 0.37b 4.15ab 6.18b 193ab 3.86b 293a
Cultivar Ascola 470 a 7.86a 1.19ab 393a 345a 0.31a 422a 6.18a 2.09a 391a 330b
Hergo 451a 7.69 a 091a 373a 28la 0.45b 399a 591a 1.82a 3.76a 225a
Habego 4.82a 825a 1.28b 416a 324a 0.33a 4.04a 6.60 a 1.88a 3.82a 326b
Leikora 4.66 a 7.70 a 1.10ab 3.55a 3.28a 03la 399a 5.55a 1.82a 3.68a 280ab
1 SBT—sea buckthorn; 2 means with at least one same letter (a, b, ) did not differ statistically at p = 0.05 (for all
columns and factors separately).
Table 4. Non-essential amino acids (g/16 g N) of SBT ! leaves.
Factor Factor Level Aspartic Acid Serine Glutamic Acid Proline Glycine Alanine  Arginine
Year 2014 10.55 ¢ 2 412 ¢ 8.87 a 4.79 ¢ 531c¢ 2.87 a 426 a
2015 6.19 a 2.88 a 8.88 a 3.22a 3.52a 291 a 4.65 a
2016 8.39b 3.50b 9.00 a 4.00b 443b 293 a 4.45a
Cultivar Ascola 8.35a 3.37ab 9.30 a 3.51a 441ab 2.79a 4.37 a
Hergo 8.07 a 3.73bc 8.63 a 434Db 442 ab 3.02a 5.01a
Habego 9.02b 4.01c 8.46a 403ab 478b 3.07 a 431a
Leikora 8.08 a 2.89 a 9.29 a 414 ab 4.06 a 2.73 a 413 a
1 SBT—sea buckthorn; 2 means with at least one same letter (a, b, ¢) did not differ statistically at p = 0.05 (for all
columns and factors separately).
Table 5. Nutritional values of protein of SBT 1 leaves.
Factor Factor Level ~ EAAI2 MH® EAAI WE © CS 3 MH CS WE EAAs * MH EAAs WE
Year 2014 4151b7 43.52b 26.87 a 15.81a 80.67 b 66.96 b
2015 33.35a 35.11a 42.02 ¢ 24.72 ¢ 7245 a 5794 a
2016 38.77b 40.70 b 34.43b 20.82b 80.11b 64.75b
Cultivar Ascola 39.05 a 41.14 a 30.79 a 18.11a 78.37 a 64.90 a
Hergo 36.03 a 37.84 a 42.70b 25.87b 77.86 a 62.27 a
Habego 39.80 a 41.68 a 33.17 a 1951 a 78.85 a 64.71a
Leikora 36.63 a 38.45a 31.12a 18.30 a 7591 a 60.99 a

1 SBT—sea buckthorn; 2 EAAI, essential amino acid index; 3 CS, chemical score of restrictive amino acid(s);
4 EAAs—essential amino acids; > ME—mature human protein standards; 6 WE—whole egg protein standards;
7 means with at least one same letter (a, b, ¢) did not differ statistically at p = 0.05 (for all columns and
factors separately).
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Figure 2. The first two principal component axes for essential amino acids in SBT_LVs for the
variables (A) and for the scores (B); Lys—lysine, Met—methionine, Cys—cysteine, Thr—threonine,
Ile—isoleucine, Trp— tryptophan, Val—valine, Leu—leucine, His—histidine, Phe—phenylalanine,
Tyr—tyrosine.

3. Materials and Methods
3.1. Materials

The leaves of sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) of four cultivars (cvs.) Ascola,
Habego, Hergo, and Leikora were collected from an experiment conducted at the Agri-
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cultural Experimental Station in Lipnik belonging to the West Pomeranian University of
Technology in Szczecin, Poland (53° 42’ N, 14° 97’ S), in 2014-2016. The leaves for analysis
were taken at full maturity of berries (which was the period from the 1st to the 15th of
August). Leaves were weighed and dried at room temperature (18-22 °C) for 3—4 days.
Samples were ground to 0.1 mm by use of a KNIFETEC 1095 laboratory mill (Foss Tecator,
Hogands, Sweden).

3.2. Chemical Analyses
3.2.1. Proximate Composition

The chemical composition was determined according to the Association of Official
Analytical Chemists [50]. Samples were dried at 105 °C to a constant weight to determine
dry matter (method 945.15). Crude protein (N x 6.25, CP) (method 945.18) was analyzed
by the Kjeldahl method, using a Biichi Scrubber B414 unit and a Biichi 324 distillation
set (Btichi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland). Crude fat (as an ether extract, EE) was
analyzed by the Soxhlet extraction method with diethyl ether (method 2003.06). Crude
fiber (CF) (method 962.09) was determined using an ANKOM220 Fiber Analyzer (ANKOM
Technology, New York, NY, USA). Crude ash (CA) (method 920.153) was measured by
burning in a muffle furnace at 580 °C for 8 h. Nitrogen-free extract (NFE) was estimated
according to the following calculation [51]:

NFE (%) =100 — % (moisture + crude protein + crude fat + crude ash + crude fibre) (1)
All determinations were expressed on a dry matter basis.

3.2.2. Amino Acids

Amino acids were determined using an AAA 400 automatic amino acid analyzer (INGOS,
Prague, Czech Republic). Samples were subjected to acid hydrolysis in the presence of 6 M
HCl at 105 C for 24 h. Sulphur-containing amino acids were determined separately in 6 M HCI
after oxidative hydrolysis (formic acid p hydrogen peroxide, 9:1 v/v, 20 h at 4 °C). Tryptophan
was determined according to the method described in AOAC [52]. Amino acid determinations
were expressed on a g/16 g N basis, equivalent to g/100 g of protein.

3.2.3. Estimation of Nutritive Values of SBT Protein

Chemical score (CS) was calculated on the basis of a procedure described by Block
and Mitchell [53] based on comparison of the concentration ratio of the amino acid having
the shortest supply (ai) (received amino acid) to that of this amino acid in a standard (as)
(CS = (ai/as)/100). Two standards were used: amino acids of the food protein composition
appropriate for a mature human (MH) [54,55] and amino acid composition of whole egg
protein (WE) [56], considered a complete and balanced food and fodder protein.

Recommended levels of essential amino acid were as follows: Lys—5.5and 7.0 g/16 g N,
Met + Cys—3.5and 5.7 g/16 g N, Thr—4.0 and 4.7 g/16 g N, lle—4.0 and 5.4 g/16 g N,
Trp—1.0and 1.7 g/16 g N, Val—5.0 and 6.6 g/16 g N, Leu—7.0 and 8.6 g/16 g N, His—0 and
2.2 g/16 g N, and Phe + Tyr—6.0 and 9.3 g/16 g N, respectively, for mature human and egg
protein standards [54-56].

Essential amino acids (EAAs) were estimated in accordance with Oser [57] in terms
of the geometric mean of all the concentrations of participating essential amino acids
compared with the concentration of the corresponding standard (in g/16 g N):

EAA = {/a1/a1s x 100 X ... X an/ansx 100 )

where 1 is the number of participating amino acids and ns is the number of corresponding
amino acids in a standard.

In the classical Oser method [57,58], concentrations of Lys, the sum of Met + Cys, Thr,
Ile, Trp, Val, Leu, His, and Phe +Tyr were considered, whereas the standard for a mature
human (MH) excluded histidine.
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The essential amino acid index (EAAI) was calculated as follows:
EAAI = 10 108 EAA 3)
where log EAA is described by:

logEAA = 1/10(log(a;/as) x 100 4 log(az/azs) x 100+ ... +log(an/ans) x 100) (4)

3.2.4. Dietary Fiber Fractions

The fiber components were determined using the detergent method according to
Van Soest et al. [59], performed with the ANKOM 220 fiber analyzer. Determination of
neutral detergent fiber (NDF) was conducted on an ash-free basis and included sodium
dodecyl sulphate (Merc 822050). Determination of acid detergent fiber (ADF) included
hexadecyltrimethylammonium bromide (Merc 102342), while acid detergent lignin (ADL)
was determined by hydrolysis of ADF samples in 72% sulfuric acid. The content of cell
wall structural carbohydrates hemicellulose and cellulose was calculated as the following
differences:

cellulose (CEL) = ADF — ADLhemicellulose (HCEL) = NDF — ADF )

3.3. Statistical Analysis

A two-factorial analysis of variance (ANOVA) and principal component analysis
(PCA) were carried out using the STATISTICA v13.30 software (TIBCO Software Inc. [60],
Palo Alto, CA, USA). Tukey’s honestly significant difference (HSD) at p = 0.05 was used to
find the differences between means.

4. Conclusions

The findings clearly indicate that sea buckthorn leaves hold promise as a valuable
resource for use as food ingredient, functional food, and dietary supplement for both
humans and animals. What is more, SBT_LVs are not only a source of active substances, as
shown in the literature, but our studies have shown them to be a valuable component in
animal and human diets due to their high-quality protein with a good essential amino acid
composition, making the product a partial protein substitute. Leaves, until recently treated
as exclusively an agro-weed biomass, can be an important component in the human diet
because of their interesting dietary fiber composition.

At a time when sustainability is an important element of a properly conducted agricul-
tural policy, the use of this raw material is extremely valuable. It is important to emphasize
the positive effect of dietary fiber on the regulation of the cerebral-intestinal axis and,
consequently, on the regulation of many systems in the living organism.
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Abstract: Each year, agro-foods produce thousands of tonnes of by-products that contain high-
value, unique nutrients. The application of plant by-products enables agro-food corporations to
obtain value from them and avoid using natural resources. The idea of the bio economy protects
against environmental pollution and leads to a cheap source of bioactive components, which can
be transformed into value-added products for other industries. The numerous publications on
the positive impact of sea buckthorn (SBT, Hippophae rhamnoides L., Elaeagnaceae family) and its
products on human health mainly concern its fruits and seeds. However, there are few data relating
to the properties of SBT leaves. The leaves of SBT can be a rich source of nutrients and biologically
active substances. In this investigation, we report the study of the leaves of four SBT cultivars.
We determined their antioxidant capacities, measured total polyphenols and total flavonoids, and
quantified their major polyphenols and alkaloids. The results show that SBT leaves are a source
of antioxidants and alkaloids. Additionally, in this raw material, we identified the presence of
individual flavonols (rutoside and quercetin), individual anthocyanidins (cyaniding, delphinidin,
and peonidin), and chelerythrine by high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) for
the first time. Through these types of studies, we aim to revalue this raw material, which is not
well known in the world. Considering its nutritional properties, we seek to increase the use of its
high-value, unique nutrients in food processing, medicine, and animal nutrition, in accordance with
the goals of a closed-loop bioeconomy.

Keywords: alkaloids; anthocyanins; by-products; chelerythrine; flavonoids; flavonols; Hippophae
rhamnoides; nutraceutical value; polyphenols; tannins

1. Introduction

With increasing food/feed costs in the animal production industry, it is necessary to
operate using alternative feed resources to conventional food/feeds, especially regarding
agricultural and industrial by-products. The use of agro-industrial by-products as func-
tional food /feed materials could be a promising strategy that would reduce feed costs while
maintaining the nutritional qualities of the feed. Many recent studies report that various
herbs, as rich sources of bioactive compounds with antioxidant properties, are added to
food and feed and are widely used as antimicrobial, anti-inflammatory food/feed preserva-
tives and for ingredient stabilization [1-4]. Herb residues and agro-food by-products still
contain large amounts of bioactive components with high levels of antioxidant properties.
The antioxidant potential of various by-products such as the solid distillation wastes of
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Greek oregano, rosemary, Greek sage, lemon balm, and spearmint; olive pomace and leaves,
spent coffee grounds, and brewer’s spent grain; and fruit and vegetable leaves, pulp, peel,
pomace, and seeds have been investigated [5-7].

Also, the twigs and leaves of sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L., Elaeagnaceae
family), previously regarded as waste material, were shown to be a valuable source of
substances with promising antioxidant, antimicrobial activity [8,9]. Among the many
health-promoting properties of this plant, a positive effect on the expression of aquaporins,
and thus on the production and secretion of bile, can also be observed [10]. Common sea
buckthorn (Hippophae rhamnoides L., Elaeagnaceae family), known as seaberry, Siberian
pineapple, sandthorn and sallow thorn, is an ancient plant with modern uses, due to its
nutritional and medicinal value. All parts of SBT, e.g., berries, leaves, and seeds or pulp
oil, contain abundant nutrients and many bioactive compounds [11,12]. Documentation of
indigenous ethnobotanical knowledge of H. rhamnoides reveals that this plant was tradition-
ally used to treat a wide variety of illnesses. Sea buckthorn is a multi-purpose plant, and
its berries are used in the production of food industry products (juices, drinks, smoothies,
jams, sauces, oils) and alcohols (wine, liqueur, beer additives); additionally, its herbal leaf
teas provide a high level of access to flavonoids and contain detoxifying properties, and sea
buckthorn by-products can be used in the production of fodder supplements, cosmetics,
pharmaceuticals, and fuel for firewood [13-15], although the leaves of SBT are not fully
utilized. The leaves have attracted increasing attention because of their potential health
value [16]. The development of food products often relies on ingredient sourcing and costs.
For example, the value of animal-derived ingredients is most affected by the growth rate of
these animals, which is clearly influenced by the type of composition of their feed, among
other variables. Different feeding products may have a different impact on animal develop-
ment and, ultimately, on the quality of the end-product or ingredient, leading to different
end-point quality. Due to the interesting nutrient profiling of SBT products, several authors
have investigated its effect on the final quality of different animal products. SBT leaves and
other by-products can be used to feed livestock (both ruminant and monogastric animals),
with a stimulatory effect on growth and performance [17-21]. Meat products enriched with
nutrients, such as polyunsaturated fatty acids and antioxidants, are gaining much more
interest among consumers. It has been reported that SBT leaves contributes positively to
the nutritional quality and lipid oxidative stability of chicken breast and thigh meat [22].
For example, broiler production efficiency is quite high per se, because the growth and
development of a broiler to its full potential does not take much longer than one month.
However, different and more natural strategies are needed to achieve the same or higher
levels of production efficiency, plainly because of the increasing consumer awareness of
feeding products. Vlaicu et al. [18] compared three different diets in the growing and
finishing stages of broiler chicks with a conventional diet, with one including rapeseeds
and grape meal and the others including flaxseed meal and SBT meal. It showed that
broilers who were fed a diet with SBT and flaxseed meals showed significantly higher
concentrations of polyunsaturated fatty acids family n-3 when compared to the control or
the group fed with rapeseeds and grape meal.

Sea buckthorn pomace (SBT_P) is an industrial by-product rich in a variety of func-
tional compounds, but it has not yet been effectively used. Therefore, Yan et al. [23]
concluded that SBT_P could improve the production, immune function, and antioxidant
status of weaned piglets and that the appropriate level of SBP supplementation is from
1.0% to 2.0%

A study by Dannenberger et al. [24] investigated the effect of sea buckthorn pomace
(SBT_P) supplementation in the diet of growing German Landrace pigs on fatty acids in the
blood and hypothalamus, on peripheral immune parameters and mRNA expression of the
corticotropin-releasing hormone, and on the mineralocorticoid receptor and glucocorticoid
receptor in the hypothalamus and spleen. The fatty acid profiles in the blood plasma
were significantly affected by SBT_P supplementation at a C18:2n-6 and n-6/n-3 PUFA
ratio compared with the control group. And the authors pointed out that effects derived
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from supplementation with a rich source of n-3 fatty acids (such as SBT_P) might be more
appreciable on stressful situations.

Sea buckthorn leaves are a rich source of phytochemicals, such as phenolic compounds
(including polyphenols and flavonoids), polysaccharides, carotenoids, and saponins [25-27].
Therefore, SBT leaves have various beneficial effects, like antioxidant, hepato-protective,
immunomodulatory, antistress, cardioprotective, and antidiabetic actions [13,28-32]. In
this regard, sea buckthorn leaves are a potential ingredient because of their nutritional and
medical components that are beneficial to human and animal health. Modern research is
needed for better utilization of this species for food/fodder and for their pharmaceutical
potential.

Nowadays, traditionally grown plants are the centre of attention, and the demand
for their production is increasing due to the strategy of inhibiting or delaying diseases
using a natural diet [33]. Young branches with leaves are a by-product after the mechanical
harvesting of sea buckthorn berries [33,34].

Current research on this plant is very important and can lead to the emergence of
new avenues of its utilization, including food /feed and pharmaceutical potential [35]. The
potential for the production and sustainable harvest of edible and other useful parts of this
plant can also boost the local economy for farmers.

However, literature reports on the profiles of many bioactive components of the leaves
of SBT are still very limited. The necessity to characterize secondary metabolites and
nutrients also results from previous reports on SBT [36-38]. Hence, this study aimed to
determine the antioxidant activity and content of bioactive components of the leaves of
four cultivars of SBT collected in Poland.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material, Experiment Set-Up and Sample Preparation

The research material consisted of Hippophae rhamnoides L. leaves from an experiment
conducted at the Agricultural Experimental Station in Lipnik, belonging to the West Pomera-
nian University of Technology in Szczecin (53°42" N, 14°97' S), in 2014-2016 (Figure 1).
Poland is located in the temperate climate zone. Four cultivars (cv.), Ascola, Habego,
Hergo, and Leikora were used in this study. The leaves for analysis were taken before
the fruit reached technical maturity. The sample consisted of leaves from one-year-old
shoots with no signs of damage or ageing. The leaves were weighed and dried at room
temperature (18-22 °C) for 34 days. The samples were ground to 0.1 mm by use of a
laboratory-mill-type KNIFETEC 1095 (Foss Tecator, Hogands, Sweden). To determine dry
matter (DM), the samples were dried at 105 °C by a constant-weight method based on
AOAC [39] (method 945.15).

The remaining milled samples were then stored in individual sealed containers at 4 °C
until they were required for further evaluation.

2.2. Extracts Preparation

Dried samples (1 g) were extracted with 95% ethanol for 2 h, and the extracts were
stored in a refrigerator (—20 °C) and further determined by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) assays for the
determination of total polyphenols, total flavonoids, flavonols, and total tannins. According
to the methods, acidified methanol (1% v/v HCIl) was used for the determination of
anthocyanins, while 70% acetone was used for the determination of proanthocyanidins.

Extracts for high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) were prepared
using acidified methanol (a mixture of methanol and 25% hydrochloric acid, 4:1, v/v) as a
solvent for the determination of rutoside, quercetin, cyaniding, delphinidin, pelargonidin,
peonidin, and chelerythrine.
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Figure 1. The map of the collection region and Hippophae rhamnoides L. leaves.

All the extracts used in the analyses were prepared according to an identical scheme.
Approximately 0.5 g (weights to 4 decimal places) of powdered sea buckthorn leaves were
weighed per 1 mL of solvent, and the samples thus prepared were shaken for 30 min
in an MM 200 mixer mill (Retsch GmbH, Haan, Germany). After shaking, the samples
were centrifuged for 15 min at 5.000 rpm at 4 °C in a Centrifuge 5415 R (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany). After centrifugation, the extracts were filtered through cellulose
filters with a pore size of 0.45 pm and transferred to a new Eppendorf tube. The extracts
were stored at —20 °C for further analysis.

2.3. Determination of Antioxidant Activity (AA)
2.3.1. DPPH Assay

Total AA was determined by a 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay as de-
scribed by Brand-Williams et al. [39]. The progress of the reduction reaction and, at the
same time, the decolourisation of the radical solution was measured on a UV-VIS spec-
trophotometer (Analytik Jena, SPECORD® PLUS, Jena, Germany) at A = 515 nm, 10 min
after addition of the DPPH solution. The Trolox (TRX) equivalent was used to express
antioxidant activity in uM TRX per 1 g of SBT leaf DM. For this purpose, Trolox solutions
of various concentrations were prepared to determine a standard curve (y = —0.0183x +
0.7762; R? = 0.9992).

2.3.2. ABTS Assay

Antioxidant activity was determined by a spectrophotometric method using the
ABTS®* radical (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) [40]. The progress
of the reduction reaction and, at the same time, the decolourisation of the cation radical
solution was measured on a UV-VIS spectrophotometer (Analytik Jena, SPECORD® PLUS,
Jena, Germany) at A = 734 nm, 6 min after addition of the ABTS solution. The Trolox
equivalent was used to express antioxidant activity in uM TRX per 1 g of SBT leaf DM.
For this purpose, Trolox solutions of various concentrations were prepared to determine a
standard curve (y = —0.0127x + 0.6292; R? = 0.9989).
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The percent inhibition of DPPH®+ radical and ABTS®+ radical generation was also
calculated using Formula (1).

RSA% = [(A0 — A1)/A0] x 100 )

where RSA—radical-scavenging activity, AO—the absorbance of control (for ABTS) and
of the sample at the beginning of the reaction (for DPPH), and Al—the absorbance of the
sample (in 6 min for ABTS; in 10 min for DPPH).

2.3.3. Photochemiluminescence (PCL) Assay

A PCL assay was carried out to measure the antioxidant capacity of the hydrophilic
extract with a Photochem apparatus (Analytik Jena, Leipzig, Germany) against superoxide
anion radicals generated in a luminol reaction (photosensitizer) under exposure to UV
light. The antioxidant activity of the extract was analysed using the ACW (Water-Soluble
Antioxidant) kit and the manufacturer’s measurement protocol [41]. Extract solutions in
Milli-Q water were vortexed (30 s x 2), sonicated (30 s x 2), and centrifuged at 13,200 rpm
for 30 min at 4 °C before analysis. The results were expressed in uM of the TRX equivalent
per 1 g of SBT leaf DM.

2.4. Quantification of Antioxidant Compounds
2.4.1. Total Polyphenol (TP) Determination

The TP content was determined by UV-VIS spectroscopy (Analytik Jena, SPECORD®
PLUS, Jena, Germany) using the Folin—Ciocalteu reagent [42] and using gallic acid as
a standard. Absorbance was measured at A = 765 nm against a blank sample. The re-
sults were expressed in mg gallic acid equivalents (GAE) per 1 g of SBT leaf DM. Gallic
acid solutions of various concentrations were prepared to determine a standard curve
(y = 0.0115x + 0.0332; R? = 0.9997).

2.4.2. Total Flavonoid (TF) Determination

The content of TFs was determined by UV-VIS spectroscopy (Analytik Jena, SPECORD®
PLUS, Jena, Germany) using aluminium chloride (AlCl3) and using quercetin (QEE) as a
standard [40]. Absorbance was measured at A = 420 nm against a blank. The results were
expressed in mg QEE per 1 g of SBT leaf DM. Quercetin solutions of various concentrations
were prepared to determine a standard curve (y = 0.0187x + 0.0087; R? = 0.9964).

2.4.3. Total Flavonol (TFL) Determination

The content of TFLs was determined by UV-VIS spectroscopy (Analytik Jena, SPECORD®
PLUS, Jena, Germany) using aluminium chloride (AICl3) and using QEE as a standard [43].
Absorbance was measured at A = 440 nm against a blank. The results were expressed in mg
QEE per 1 g of SBT leaf DM. Quercetin solutions of various concentrations were prepared
to determine a standard curve (y = 0.5297x — 0.2227; R? = 0.9934).

2.4.4. Evaluation of Individual Flavonols (Rutoside and Quercetin)

Evaluations of rutoside (R) and QE were performed on 10 x 10 cm aluminium plates
(aluminium oxide 60 F254, type E, Merck, Darmstadt, Germany), dedicated to thin-layer
chromatography (TLC) analyses. The plates were activated with methanol prior to use.
They were then dried at 60 °C for 1 h. The samples and standards on the thus-prepared
stationary phase were spotted with 1 or 2 uL glass capillaries using a Vomaticator Linomat
(CAMAG, Muttenz, Switzerland), at a distance of 10 mm from the end of the plate, 10 mm
from the edge, and with 10 mm of distance between the bands. Standards were applied
first to determine the standard curve (1, 2, 3 and 4 uL), followed by the prepared extracts
(2 uL each). The plates thus prepared were transferred to an automated chamber (CAMAG
ADC, Muttenz, Switzerland) to develop the chromatograms. The mobile phase in the
chamber consisted of a chloroform/methanol/acetone/ammonia mixture (10:22:53:0.2,
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v/v/v/v), and the separation of the samples took 40 min in glass chromatographic chambers
(17.5 x 16 x 8.2 cm, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). After drying in the dark, the
plates were scanned using a Skaner TLC Scanner 3 (CAMAG, Muttenz, Switzerland). The
results obtained were calculated using Visual Cats 1.3.4 software and expressed in pg per
1 g of SBT leaf DM.

2.4.5. Total Anthocyanin (TA) Determination

The TA content was determined using the UV-VIS spectroscopy method (Analytik Jena,
SPECORD® PLUS, Jena, Germany) [44]. Absorbance of the upper phase was determined at
A =530 and A = 657 nm. Anthocyanin concentrations (mg/g dry mass) were calculated as
follows (2):

Total anthocyanins (mg/g DM) = [Aszp — 0.25 X Ags7] TV /[dwt x 1000] 2)

where

Aszp—absorbance of probe at A = 530 nm;
Agsy—absorbance of probe at A = 657 nm;
TV—total volume of extract (mL);
dwt—dried herb weight (g).

2.4.6. Evaluation of Individual Anthocyanidins

The content of cyaniding (C), delphinidin (DE), pelargonidin (PG), and peonidin (P)
was measured using the HPTLC, following the same procedure given above in Section 2.4.4.
The results of individual anthocyanidins were expressed in ug per 1 g of SBT leaf DM.

2.4.7. Proanthocyanidin (PAC) Determination

The PAC content of the extracts was determined by UV-VIS spectroscopy (Analytik
Jena, SPECORD® PLUS, Jena, Germany), using butanoic acid according to the method
reported by Porter et al. [45]. Absorbance was measured at A = 550 nm. The percentage of
total proanthocyanidins in the dry mass of sea buckthorn leaves was calculated according
to the following Formula (3):

Total proanthocyanidins (%) = A550 x 78.26 x df/% DM 3)

where

Assp—absorbance of probe at A = 550 nm;
df—dilution factor;
% DM—percentage of dry mass in the test sample.

2.4.8. Total Tannin (TT) Determination

The TT content was determined using the Folin—Ciocalteu reagent [46], with tannic
acid (TA) as the standard. Absorbance was measured at A = 725 nm against a blank sample
using a UV-VIS spectrophotometer (Analytik Jena, SPECORD® PLUS, Jena, Germany).
The results were expressed in mg of tannic acid (TA) per 1 g of SBT leaf DM. Solutions
of tannic acid of various concentrations were prepared to determine a standard curve
(y = 0.0009x + 0.0016; R? = 0.9961).

2.4.9. Chelerythrine (CHE) Determination

Selected alkaloid CHE was analysed using the HPTLC, following the same procedure
as described above in Section 2.4.4. The results of CHE were expressed in pg per 1 g of SBT
leaf DM.
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2.5. Statistical Analyses

A two-factorial analysis of variance (ANOVA) and principal component analysis
(PCA) were carried out using the STATISTICA v13.30 software (TIBCO Software Inc. [47],
Palo Alto, CA, USA). Before ANOVA was conducted, the homogeneity of variances was
checked (Levene’s test). Tukey’s Honestly Significant Difference (HSD) at p = 0.05 was used
to find the differences between means. The means denoted by different letters differed
statistically.

3. Results and Discussion

Phenolic compounds are a very large group of common, natural compounds and are
secondary metabolites of plants. They belong to the group of antioxidants [48]. Evaluation
of the antioxidant potential of raw materials is carried out by tests in different systems and
using different reaction mechanisms [49,50]. In this study, tests involving scavenging of
free stable radicals were used, DPPH®* and ABTS®**. The use of the DPPH®** radical to
assess antioxidant potential only allows for the evaluation of hydrophobic antioxidants,
in contrast to the ABTS®** radical, which reacts with both hydrophobic and hydrophilic
antioxidants. The PCL method was also used in this study. PCL was first used to assess
antioxidant potential by Popov et al. [51]. This method has a high level of sensitivity and
can therefore be used to determine the antioxidant properties of both antioxidant-rich and
antioxidant-poor products. This method is used to test the antioxidant activity of both the
hydrophilic fraction (water-soluble antioxidant capacity ACW) and the lipophilic fraction
(lipid-soluble antioxidant capacity ACL) in plant samples.

Table 1 shows the total polyphenol (TP) content and antioxidant activity (AA) of sea
buckthorn leaves. SBT leaves from different years of this study had statistically different
levels of total polyphenols (from 186.64 to 330.16 mg GAE/1 g DM), confirming that the
quality of the raw material (leaves) can be significantly modified by habitat conditions. A
trend was also observed (p = 0.239) indicating a variation in the TP content of the leaves
of the SBT cultivars tested. The TP content in the leaves of the Ascola cv. was 307.02 mg
GAE/1 g DM, while in the leaves of the Hergo cv., it was only 195.80 mg GAE/1 g DM. In
the study by Cho et al. [52], the TP content in sea buckhorn leaf tea and green tea extracts
ranged only from 23 to 66 and from 33 to 118 mg GAE/1 g DM, respectively. Upadhyay
et al. [53] also reported that 70% ethanol was optimal for extracting phenolic compounds
from sea buckthorn leaves. The variability of TP has been recorded due to the influence of a
number of factors, such as the type of locality, the year of harvest, and cultivars [11,24]. This
wide variation in the compounds responsible for antioxidant properties was confirmed by
the different results of the antioxidant assays in the studies presented (Tables 1 and S1).
The free-radical-scavenging activity of SBT leaf extracts was studied for their ability to
bleach stable ABTS** and DPPH*®* free radicals, providing information on the reactivity
of compounds with a stable free radical. Extracts of SBT leaves exhibited AA potential,
as analysed by DPPH and ABTS assays (Tables 1 and S1). The leaf extracts showed a
significant reduction in both the DPPH** and the ABTS** radicals in the samples tested
(RSA, from 56.33 to 98.25%). The AA of the SBT leaves measured with the ABTS®* radical
was dependent on the cultivar. SBT leaf extracts from different cultivars showed antioxidant
activity ranging from 490.47 to 493.32 uM TRX/1 g DM, and these were the statistically
different contents found in the leaves of the Ascola and Hego cv. Due to the lipophilic
nature of the DPPH** radical, a slight difference in the experimental cultivars was observed
in the AA measured by DPPH, in comparison to the ABTS assay. The simplicity of the ABTS
method makes it a routinely used analysis for determining the AA of samples. However, it
should be borne in mind that this radical has a much higher persistence than the radicals
present in the raw materials, which may raise concerns as to whether such a method
describes the actual free radical reactions well. On the other hand, a limitation of the DPPH
method is that DPPH®* is only soluble in organic solvents and does not allow for the
determination of hydrophilic antioxidants [54]. Antioxidant properties can be influenced
by many factors in addition to the plant species, including the freshness of the raw material
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under investigation. The oxidative properties of raw materials may also change depending
on the method and duration of storage. Alabri et al. [55] suggest that some compounds
of botanical raw materials may volatilise or decompose during storage, while antioxidant
efficacy depends on many factors, i.e., the type of raw material or the method of sample
processing.

Table 1. The total polyphenol content and antioxidant activity of SBT ! leaves.

Factor Total Polyphenols TEAC % ABTS*+ TEAC DPPH*+ PCL
(mg GAE 2/1 g DM 3) (uM TRX 5/1 g DM) (UM TRX/1 g DM) uM TRX/1 g DM
Year
p® =0.029 =0.071 <0.000 =0.905
2014 186.64 a7 491.86 a 340.57 b 348.49 a
2015 197.43 ab 493.36 a 350.04 b 31323 a
2016 330.16 b 494.61 a 299.53 a 31098 a
Cultivar

P =0.239 =0.036 =0.095 =0.148
Ascola 307.02a 490.47 a 323.49 a 290.76 a
Habego 216.26 a 492.82 ab 329.53 a 24520 a
Hergo 195.80 a 493.32 b 33294 a 25441 a
Leikora 233.25a 492.50 ab 33423 a 506.57 a

! SBT—sea buckthorn; 2 GAE—gallic acid equivalent; > DM—dry matter; * TEAC—Trolox equivalent antioxidant
capacity; > TRX—Trolox; ¢ p—probability of null hypothesis rejection (HO; m; = my ... = my); 7 means with at
least one same letter (a, b) do not differ statistically at p = 0.05 (for all columns, separately).

In this study, the antioxidant potential of SBT leaves was also assessed using the
PCL_ACW method. This method did not confirm the variation in AA of the raw material
from the different growing seasons but, through the statistical trend shown (p = 0.148),
indicates higher levels of AA in the Leikora cv. (506.57 uM TRX/1 g DM).

The methods used to measure the AA of sea buckthorn leaves did not provide a
clear answer as to the variation in the quality of the raw material from different growing
seasons; rather, they allow Leikora cv. leaves to be identified as having higher levels of
AA. Taking into account the link between the development of civilisation diseases and
long-term oxidative stress, the strong antioxidant properties of SBT leaves may indicate the
potential use of this raw material not only in the prevention but also in the treatment of
many diseases [56].

The factor coordinate plot for the variables (Figure 2A) shows the scatterplot of the
set of factor loadings on a two-dimensional plane that includes the first two components.
Figure 2B, on the other hand, shows the scatterplot of the data set on the plane of the first
two components. The presented graphs confirm the particular variation in the AA and
polyphenol content in the leaves of the Ascola cv., since the position of this cultivar on the
plane of the components includes the quadrants I—year 2015, III—year 2014, and IV—year
2016. The graph also confirms the significant similarity of the Habego and Hergo cv. and
a certain distinctiveness of the Leikora cv., which is also confirmed by the sensitive and
precise PCL method. However, one surprising result of the PCA analysis is the negative
correlation of AA (ABTS and DPPH) with TP and the lack of correlation between TP and
AA (PCL). These results are confirmed by statistically significant correlation coefficients
(Tables 2 and 3). Such an effect may indicate that not only labelled flavonols or tannins
are responsible for the AA of sea buckthorn leaves but also, and perhaps to a greater
extent, other unlabelled fractions such as phenolic acids, carotenoids, and sterols are [57].
Furthermore, the variability of AA in the plant material is determined not only by the
course of the growing season but also by the physiological age of the raw material [58].
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Figure 2. The first two principal component axes for polyphenol content and antioxidant activity in
SBT leaves for the variables (A) and for the scores (B), (ABTS—2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid; DPPH—1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; PCL—photochemiluminescence assay; TP—

Total Polyphenol; A—cv. Ascola; HA—cv. Habego; HE—cv. Hergo; L—cv. Leikora).
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Table 2. Statistical significance (p 1y of Pearson’s r correlation coefficients (n = 12) for feature 2.
RSA RSA
Feature = DPPH ABTS ABTS DPPH PCL TP TF TFL PAC TA TT DE R QE P C CHE
DPPH 1.000
ABTS 0.091 1.000
RSA
ABTS 0.105 0.382 1.000
RSA
DPPH 0.001 0.105 0.285 1.000
PCL 0.576 0.930 0.470 0.759 1.000
TP 0.001 0.091 0.345 0.054 0.814 1.000
TF 0.407 0.443 0.403 0.966 0.149 0.285 1.000
TFL 0.513 0.921 0.470 0.591 0.050 0.357 0.000 1.000
PAC 0.001 0.417 0.012 0.015 0.962 0.018 0.638 0.666 1.000
TA 0.255 0.174 0.691 0.670 0.557 0.241 0.400 0.166 0.219 1.000
TT 0.011 0.198 0.782 0.105 0.873 0.004 0.206 0.344 0.098 0.142 1.000
DE 0.281 0.306 0.978 0.111 0.566 0.883 0.588 0.481 0.240 0.186 0.195 1.000
R 0.040 0.756 0.942 0.115 0.681 0.050 0.752 0.942 0.014 0.003 0.089 0.126 1.000
QE 0.050 0.393 0.709 0.190 0.754 0.113 0.981 0.531 0.018 0.000 0.167 0.104 0.000 1.000
P 0.123 0.080 0.027 0.390 0.458 0.068 0.168 0.158 0.188 0.743 0.282 0.318 0.731 0.816 1.000
C 0.021 0.893 0.570 0.071 0.321 0.053 0.602 0.559 0.014 0.019 0.099 0.131 0.003 0.006 0.708 1.000
CHE 0.158 0.355 0.658 0.104 0.236 0.269 0.490 0.547 0.072 0.008 0.192 0.010 0.000 0.002 0.321 0.002 1.000
! Probability of null hypothesis rejection (HO; r = 0); 2 DPPH—1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; ABTS—2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid; RSA—radical-scavenging
activity; PCL—photochemiluminescence assay; TP—Total Polyphenol; TF—Total Flavonoid; TFL—Total Flavonol; PAC—Proanthocyanidin; TA—Total Anthocyanin; TT—Total Tannin;
DE—Delphinidin; R—Rutoside; QE—Quercetin; P—Peonidin; C—Cyanidin; CHE—Chelerythrine.
Table 3. Pearson’s correlation coefficients (1 = 12) for feature .
RSA RSA
Feature = DPPH ABTS ABTS DPPH PCL TP TF TFL PAC TA TT DE R QE P C CHE
DPPH 1.000
ABTS 0.509 1.000
RSA
ABTS 0.491 0.278 1.000
RSA —0.836 —0.491 —0.337 1.000

DPPH
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Table 3. Cont.
RSA RSA
Feature DPPH ABTS ABTS DPPH PCL TP TF TFL PAC TA TT DE R QE C CHE
PCL 0.180 0.029 0.231 0.099 1.000
TP —0.808 —0.509 —0.299 0.568 —0.076 1.000
TF —0.264 —0.245 —0.266 0.014 —0.443 0.336 1.000
TFL —0.209 —0.032 —0.231 —0.173 —0.575 0.292 0.900 1.000
PAC —0.815 —0.258 —0.694 0.678 0.015 0.667 0.152 0.139 1.000
TA 0.357 —0.420 —0.128 —0.137 0.189 —0.366 —0.268 —0.427 —0.383 1.000
TT —0.699 —0.400 —0.090 0.492 —0.052 0.763 0.393 0.300 0.500 —0.450 1.000
DE —0.339 0.323 0.009 0.484 0.184 0.048 —0.174 —0.226 0.368 —0.410 0.402 1.000
R —0.599 0.101 —0.024 0.479 0.133 0.575 -0.102 —0.024 0.686 —0.780 0.512 0.467 1.000
QE —-0.577 0.271 —0.121 0.407 —0.102 0.481 —0.008 0.201 0.665 —0.858 0.426 0.492 0.878 1.000
P 0.470 0524 0.635 —0.273 0.237 —0.543 —0.426 —0.435 —0.408 —0.106 —0.338 0.315 0.111 —0.075
C —0.656 0.043 —0.183 0.538 0.314 0569 0.168 0.188 0.683 —0.661 0.498 0.461 0.772 0.735 1.000
CHE —0.435 0.293 0.143 0.492 0.370 0.347 —0.221 —0.193 0.537 —0.724 0.405 0.705 0.902 0.800 0.793 1.000

! DPPH—1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; ABTS—2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid; RSA—radical-scavenging activity; PCL—photochemiluminescence assay;
TP—Total Polyphenol; TF—Total Flavonoid; TFL—Total Flavonol; PAC—Proanthocyanidin; TA—Total Anthocyanin; TT—Total Tannin; DE—Delphinidin; R—Rutoside; QE—Quercetin;

P—Peonidin; C—Cyanidin; CHE—Chelerythrine.
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The largest group of plant polyphenols (TPs) are flavonoids (TFs). Within this group,
several subclasses have been distinguished, differing in structure and resulting antioxidant
activity. The phenolic compounds quantified are generally considered to be the major
determinants for the antioxidant capacity of plants. The total flavonoid (TF) content in
the leaves of sea buckthorn are shown in Table 4. The average TF content of SBT leaves
was high at 281.76 mg QEE/1 g DM. However, there was no significant effect of growing
season or cultivar on the TF content of sea buckthorn leaves. The total flavonoid content of
36.58 mg of mg QEE per 1 g of extract was found in the leaves of SBT grown in Romania
by Criste et al. [11]. This value is relatively lower than our results, but our results are
expressed on 1 g of DM, and this is not clearly stated in the referenced study. Wang
et al. [59] found TF content in SBT leaves ranging from 24.57 to 34.83 mg rutin/g DM.
The content of these compounds in sea buckthorn leaves was not affected by the factors
studied, but the presence of rutoside and quercetin was found to be significant. The
content of these compounds in the leaves of the tested cultivars was the same, but the
raw material from different growing seasons contained statistically different contents. The
average flavonol content was 80.19 mg QEE/1 g DM (Table 4). The flavonoid content in the
leaves and fruit of sea buckthorn has been reported to range from 310 to 2100 mg/100 g
of dried leaf and 120 to 1000 mg/100 g of fresh fruit, respectively [60-62]. Due to the
different methods of determination and the different standards used, it is impossible
to compare the results obtained. However, it has been widely confirmed that SBTs are
rich in phenolic compounds. The content of individual flavonoids in the studied SBT
leaves was statistically differentiated by the experimental factors analysed. The content
of proanthocyanidin, anthocyanidin, and total tannins was significantly influenced by
the origin of the raw material (growing season). PACs are a group of condensed tannins
consisting of catechin and epicatechin monomers that differ from the hydrolysable tannin
structure of ellagitannins. PACs have attracted increasing amounts of attention in the fields
of nutrition and medicine because of their various bioactivities, such as their antioxidant,
anti-diabetic, anti-obesity, anticancer, anti-inflammatory, and cardioprotective effects [63,64].
SBT leaves are a rich source of PACs, and indeed, the highest amount of these compounds
was found in SBT leaves from the 2016 growing season (18.517 mg/1 g DM). Although the
leaves of the tested cultivars did not differ statistically in their PAC content, a trend towards
a slightly higher content level of these compounds can be observed in the leaves of the
Habego cv. (14.547 mg/1 g DM). Recent years have provided evidence that PACs are present
in the extracts of various plants and have antimicrobial potential, including antifungal
effects. For example, Luiz et al. [65] evaluated the effect of proanthocyanidin polymer-
rich fractions from Stryphnodendron adstringens and successfully showed the inhibition of
Candida albican (ATCC 10231) planktonic growth and biofilm development. According to
the study of Fan et al. [66] and Yang et al. [67], sea buckthorn seeds contain a substantial
number of PACs, but little is known about their antimicrobial activity. SBT twigs, previously
regarded as a by-product, were shown to be also a valuable source of substances with
promising antimicrobial activity. Sadowska et al. [9] reported that SBT-derived twig and
leaf extracts rich in PACs exhibit antifungal activity and affect important Candida virulence
factors, thus having good potential for the development of novel antifungal products
supporting traditionally used drugs. From the point of view of the nutritional properties of
the raw material, it is also important to bear the interaction of PACs with proteins in mind,
especially those rich in proline. The authors of this study found an average of 4 g of proline
in 100 g of SBT leaf protein in the raw material assessed, which represents only 5.28%
of the sum of all 20 amino acids determined (unpublished data). Biologically important
effects of this interaction include blocking the activity of enzymes, particularly proteolytic
enzymes. Another effect of the presence of PACs may be to reduce the bioavailability of
certain minerals.
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Table 4. Total and individual flavonoids in SBT ! leaves.

Factor Total Flavonoids Flavonols mg Anthocyanins Proanthocyanidins  Total Tannins mg
(mg QEE %/1g DM 3 QEE/1 g DM mg/g DM mg/g DM TA /1 g DM
Year
p° =0.931 =0.868 =0.004 =0.015 =0.029
2014 281.05a° 79.29 a 10.928 b 8.634 a 1429 a
2015 281.66 a 80.71a 6.932a 7.860 a 1.445 ab
2016 282.58 a 80.70 a 6.375a 18.517b 1.516b
Cultivar
=0.833 =0.892 =0.430 =0.570 =0.128
Ascola 283.54 a 80.53 a 9.202 a 11.136 a 1491 a
Habego 282.72 a 81.37 a 7710 a 14.547 a 1413 a
Hergo 279.51 a 79.18 a 779 a 10.426 a 1471 a
Leikora 281.28 a 79.56 a 7.608 a 10.573 a 1.479 a
! SBT—sea buckthorn; 2 QEE—quercetin equivalent; > DM—dry matter;  TA—tannic acid; 3 p—probability of null
hypothesis rejection (HO; m; =mj; ... =my); 6 means with at least one same letter (a, b) do not differ statistically

at p = 0.05 (for all columns, separately).

Another group of phenolic compounds labelled in SBT leaves were anthocyanins,
which also have diverse effects, including antioxidant, antimutagenic, anti-inflammatory,
and anticancer activity [68]. They are mainly found in berries and give the fruit attractive
colours. Berries such as cranberries, bilberries, raspberries, strawberries, grapes, elder-
berries, and blueberries have the highest anthocyanin content and antioxidant activity.
Their presence in other plant species (including other morphological parts of plants), which
have not been previously identified, is also highlighted. The leaves from many species
are remarkably polymorphic for anthocyanin expression [69]. For example, the yam, in
addition to the edible root tuber, also has edible leaves and above-ground shoots, which
contain numerous polyphenolic compounds and, among others, anthocyanins [70,71]. The
anthocyanidin content of the SBT leaves studied ranged from 6.375 to 10.928 mg/g DM,
confirming, at the same time, the variation in their content in the raw material depending
on the year of harvest (p = 0.004). The content of these compounds in the leaves of the culti-
vars tested was not statistically differentiated (p = 0.430), although the leaves of the Ascola
cv. tended to have a slightly higher concentration of this component (9.202 mg/g DM).
Many studies have investigated the anthocyanidin content of the fruit. It should be noted
that their content depends on the colour of the fruit. For example, relatively red berries
were found to contain more anthocyanins than yellow and light-yellow berries [72]. A
qualitative assessment of flavonoids was also made by determining the amount of rutoside
and quercetin in SBT leaves (Table 5).

In the case of delphinidin as well as cyanidin, variation was observed in the content of
these compounds in SBT by the experimental factors studied. The raw material obtained
in the 2016 growing season was characterised by a significantly higher content of these
compounds, and, among the cultivars, Hergo and Leikora were characterised by a higher
content of delphinidin. The presence of pelargonidin, which is common in plant raw
materials, was not found in the tested raw material.

Previous studies have confirmed the presence of a few alkaloids in the biomass
of sea buckthorn, e.g., hyppophamide (seeds), cauilexin (peels of fruits), or harmane
(leaves and branches) [57,73]. This study confirmed the presence of benzophenanthridine
alkaloidchelerythrine. This compound shows properties that make it likely that it will be a
component of many new drugs, especially anticancer drugs [74].
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Table 5. Content of secondary metabolites in SBT ! leaves.
Rutoside Quercetin Delphinidin Peonidin Cyanidin Chelerythrine
Factor 2
ug/1 g DM
Year
p3 =0.001 =0.003 =0.045 =0.335 =0.005 =0.005
2014 0.246 a* 0.178 a 0.794 a 36.668 a 0.681 a 0.681 a
2015 0.295b 0.203 b 0.815a 41.141a 0.687 a 0.885 ab
2016 0.335¢ 0.223b 0.972b 35.942 a 0.723 b 1.043 Db
Cultivar
P =0.402 =0.270 =0.017 =0.298 =0.052 =0.096
Ascola 0.280 a 0.190 a 0.723 a 33.034 a 0.685 a 0.749 a
Habego 0.296 a 0.207 a 0.783 a 37.863 a 0.700 a 0.845 a
Hergo 0.287 a 0.207 a 1.026 b 39.662 a 0.687 a 0.898 a
Leikora 0.305a 0.200 a 0.909 ab 41.108 a 0.716 a 0.988 a
1 SBT—sea buckthorn; 2 DM—dry matter; 3 p—probability of null hypothesis rejection (H0; m; =mj ... = my);

4 means with at least one same letter (a, b, c) do not differ statistically at p = 0.05 (for all columns, separately).

The content of chelerythrine in SBT leaves was determined by the climatic conditions
of the growing season. By far, the highest content of the alkaloid was found in the 2016
raw material. The chelerythrine content in the raw material of the tested cultivars was
close to statistical variation. The Ascola cv. showed a clear tendency to accumulate less of
this valuable alkaloid. Extracts from medicinal plants with chelerythrine are components
of veterinary and human phytopreparations. They display distinct antibacterial and anti-
inflammatory properties. Kosina et al. [75] showed that an average daily oral dose of
alkaloids up to 5 mg per 1 kg of animal body weight is safe for piglets. Hu et al. [76]
conducted a detailed evaluation of the pharmacokinetic characteristics of a mixture of
sanguinarine and CHE in broiler chickens following p.o. and showed that this addition to
feed is safe because of the first-pass effect after intestinal and liver metabolism.

The state of knowledge on the biological activity of flavonoid compounds clearly
indicates that their positive effects on the body are mainly due to their antioxidant prop-
erties. This is possible due to the presence of hydroxyl groups in their structure. It has
been shown that the more hydroxyl groups in the molecule, the stronger the antioxidant
effect [77,78]. Of the labelled compounds, rutoside has the most -OH groups—10, delphini-
din has 6, quercetin and cyanidin have 5, and peonidin has the least—4. The abundance of
phenolic compounds in SBT leaves confirmed previous studies by other authors, including
Wei et al. [79].

The PCA analysis confirmed the significant variation in leaf quality of the studied SBT
cultivars harvested in different growing seasons (Figure 3). This is not a positive finding
from the point of view of obtaining stable quality raw material. The change in the quality of
the raw material of the Ascola cv. can be taken as an example. There is a clear decrease in the
anthocyanin content in favour of other active components (especially flavonoids, flavonols,
and total tannins) in the following years of this study. In the Leikora cv., the content of
mainly chelerythrine and delphinidin increased with successive growing seasons.

The analysis of the correlations between the determined raw material properties
showed a correlation coefficient close to statistical significance (p = 0.091) (r = 0.509) between
the DPPH and ABTS methods but, at the same time, confirmed the lack of correlation
between these methods and the PCL-ACW method (r = 0.180 and 0.029, respectively)
(Tables 2 and 3). PCL methods are less frequently used to assess the quality of plant
material, so this lack of correlation is difficult to discuss with respect to sea buckthorn
AA analyses. Nevertheless, Witkowicz et al. [80], in their study on the AA assessment of
buckwheat sprouts, showed a correlation of sprout AA measured by DPPH with PCL-ACW
methods (r = 0.81). The correlations of the analysed properties with chelerythrine are also
interesting. The content of this alkaloid does not show a correlative relationship with
AA, but statistically significant relationships were observed between its content and the
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content of anthocyanins and flavonols (rutin, quercetin). The correlation relationship with
anthocyanins is negative (r = —0.724), and with flavonoids, it is positive (r = 0.902 and

0.800, respectively) (Tables 2 and 3).
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Figure 3. The first two principal component axes for bioactive compound content in SBT leaves
for variables (A) and for the scores (B), (C—Cyanidin; CHE—Chelerythrine; DE—Delphinidin; P—
Peonidin; PAC—Proanthocyanidin; QE—Quercetin; R—Rutoside; TA—Total Anthocyanin; TF—Total
Flavonoid; TFL—Total Flavonol; TT—Total Tannin; A—cv. Ascola; HA—cv. Habego; HE—cv. Hergo;

L—cv. Leikora).
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Diet, along with genetic and environmental factors, is considered a major aspect
affecting longevity, as well as vascular disease outcome. Cardiovascular disease (CVD) is
the major cause of mortality and morbidity in the world [81]. Therefore, the prevention
of and reduction in risk factors, which are associated with CVD, are the major tasks of
health care professionals and scientists. Several investigators have studied the role of
different bioactive components such as antioxidants and flavonoids in the prevention and
management of CVD. Since synthetic vitamin E and vitamin C have shown inconclusive
results regarding their role in cardiovascular health and diseases, various investigators are
presently searching for alternate sources of vitamins and other bioactive components such
as flavonoids from natural sources like SBT by-products. The effect of the major components
of SBT on the cardiovascular system is well documented in scientific research [82-84]. Most
prospective cohort studies have indicated some degree of inverse association between
flavonoid intake and coronary heart disease. Animal and human studies suggest that
sea buckthorn flavonoids may scavenge free radicals, lower blood viscosity, and enhance
cardiac function. Suomela et al. [85] studied the effects of flavonol aglycones derived from
SBT on the risk factors of cardiovascular disease, as well as their absorption in humans. The
flavonols, ingested with oatmeal porridge, did not have a significant effect on the levels
of oxidized low-density lipoprotein, C-reactive protein, and homocysteine; on plasma
antioxidant potential; or on paraoxonase activity. Total flavonols at two dosages (1.78 mg
and 2.39 mg) in oatmeal porridge were rapidly absorbed, and a relatively small amount
of sea buckthorn oil added to the porridge seemed to have increased the bioavailability
of SBT flavonols consumed at a higher dose. Sea buckthorn by-products appear to be
promising ingredients for health benefits, and their inclusion in daily diets should therefore
be encouraged.

4. Conclusions

Sea buckthorn leaves have great potential as a source of healthy food/feed, as well as
raw materials and ingredients for health care products and animal nutrition. The majority
of sea buckthorn research has been conducted in Asia. It is a promising crop for Europe, and
recently, it has attracted considerable attention of researchers, producers, and industries.
This study has proved that the leaves of sea buckthorn are excellent sources of bioactive
compounds, such as rutoside, quercetin, and individual anthocyanidins—compounds with
significant antioxidant activity. The isoquinoline alkaloid chelerythrine was also found in
sea buckthorn leaves. Therefore, SBT leaves can be used as a source of new antioxidant
compounds. These natural antioxidants have attracted considerable attention because of
their extensive biological functions and regulatory effects on mammals. Our finding clearly
support the notion that SBT leaves, as a natural and non-polluting resource, could be a
better choice as a healthy food/feed resource. In addition, it would be beneficial to use SBT
leaves with high antioxidant potential as food/feed additives, as well as in-feed growth
enhancers as alternatives to antibiotics after the latter’s ban in the EU.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/app14125038 /51, Table S1: The antioxidant activity of SBT !
leaves (RSA%).
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Oswiadczenia wspotautorow o udziale w przygotowaniu publikacji

118



mgr inz. Paulina Bosko Szczecin, dn. 29 lipca 2024 r.
(imie i nazwisko kandydatki)

Zootechnika i Rybactwo

(dyscyplina naukowa)

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Ozgo
Przewodniczgca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybaciwo

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie

OSWIADCZENIE

autora rozprawy doktorskiej

Oswiadczam, ze w pracy:

Bosko, P.; Biel, W.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Chemical composition and nutritive value of sea
buckthorn leaves. Molecules 2024, 29, 3550. https://doi.org/10.3390/molecules29153550

moj wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: sformutowaniu hipotezy badawczej,
stworzeniu koncepcji badan, wspofudziale w opracowaniu metodyki badar, wspdétudziale w nadzorze
nad realizacjg badari, zebraniu materiafu badawczego, przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikow

oraz uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.
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(podpis kandydatki)



dr hab. inz. Wioletta Biel, prof. ZUT Szczecin, dn. 30 lipca 2024 r.

Katedra Nauk o Zwierzetach Monogastrycznych

Pracownia Zywienia Zwierzat i Zywnosci

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Ozgo
Przewodniczgca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie

Oswiadczenie wspétautora

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy:

Bosko, P.; Biel, W.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Chemical composition and nutritive value of sea
buckthorn leaves. Molecules 2024, 29, 3550. https://doi.org/10.3390/molecules29153550

méj wkitad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: ustaleniu koncepcji doswiadczenia,
opracowaniu metodycznym badarn, weryfikacji wynikow, nadzorem nad realizacjq badar oraz
merytorycznej ocenie jej ostatecznej wersji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez Pauline Bosko jako cze$¢ rozprawy
doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutéw naukowych opublikowanych w
czasopismach naukowych.

Oswiadczam, 7ze samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wkfad kandydatki Pauliny Bosko polegajacy na: sformufowaniu hipotezy badawczej, stworzeniu
koncepcji badan, wspdtudziale w opracowaniu metodyki badarn, wspdtudziale w nadzorze nad
realizacjg badan, zebraniu materiatu badawczego, przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikow
oraz uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.
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dr hab. inz. Robert Witkowicz, prof. URK Krakow, dn. 29 lipca 2024 r.
Katedra Agroekologii i Produkcji Roslinnej

Wydzial Rolniczo-Ekonomiczny

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottataja w Krakowie

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Ozgo
Przewodniczaca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinle

OSWIADCZENIE O WSPOLAUTORSTWIE

Niniejszym oswiadczam, Ze w pracy pod tytuiem:

Bosko, P.; Biel, W.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E, Chemical composition and nutritive value of sea
buckthorn leaves. Molecules 2024, 29, 3550. https://doi.org/10.3390/molecules29153550

moéj wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: opracowaniu metodycznym badar,
przeprowadzeniu analiz statystycznych, wizualizacji danych, interpretacji niektorych wynikow badar
oraz zatwierdzeniu ostatecznej wersji publikacji,

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedioZenie w/w pracy przez Pauline Bosko jako cze$é rozprawy
doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutdw naukowych opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, ze samodzielna i moiliwa do wyodrebnienia cze$¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wkiad kandydatki Pouliny Bosko polegajacy na: sformufowaniu hipotezy badawczej, stworzeniu
koncepcji badar, wspotudziale w opracowaniu metodyki badar, zebraniu materiafu badawczego,
przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikow oraz uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej

bid 1)t

i ostatecznef wersji manuskryptu.



dr Ewa Pigtkowska, prof. URK Krakéw, dn. 30 lipca 2024 r.
Katedra Zywienia Cztowieka i Dietetyki

Wydziat Technologii Zywnosci

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottgtaja w Krakowie

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Ozgo
Przewodniczgca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie

Oswiadczenie o wspoétautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy pod tytutem:

Bosko, P.; Biel, W.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Chemical composition and nutritive value of sea
buckthorn leaves. Molecules 2024, 29, 3550. https://doi.org/10.3390/molecules29153550

maj wktad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: opracowaniu metodycznym badan, ocenie
niektdrych wynikéw badan oraz ocenie ostatecznej wersji pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez Pauline Bosko jako cze$¢ rozprawy
doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutdw naukowych opublikowanych

w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, ze samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wktad kandydatki Pauliny Bosko polegajacy na: sformufowaniu hipotezy badawczej, stworzeniu
koncepcji badan, wspdtudziale w opracowaniu metodyki badan, zebraniu materiatu badawczego,
przeprowadzeniu analiz chemicznych, opracowaniu wynikow oraz uczestniczeniu w przygotowaniu

wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.
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mgr inz. Paulina Bosko Szczecin, dn. 20 lipca 2024 r.
(imie i nazwisko kandydatki)

Zootechnika i Rybactwo

(dyscyplina naukowa)

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Oigo
Przewodniczgca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersyiet Technologiczny
w Szczecinie

OSWIADCZENIE

autora rozprawy doktorskiej

Oswiadczam, ze w pracy:

Bosko, P.; Biel, W.; Smetanska, I.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Sea Buckthorn Leaves as a Potential
Source of Antioxidant Substances. Appl. Sci. 2024, 14, 5038. https://doi.org/10.3390/app14125038,

moéj wktad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na: sformutowaniu hipotezy badawczej,
stworzeniu koncepcji badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki badan, wspofudziale w nadzorze
nad realizacig badar, zebraniu materiatu badawczego, przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikéw

oraz uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.

(podpis kandydatki)



dr hab. inz. Wioletta Biel, prof. ZUT Szczecin, dn. 25 lipca 2024 r.
Katedra Nauk o Zwierzetach Monogastrycznych

Pracownia Zywienia Zwierzat i Zywnosci

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Ozgo
Przewodniczgca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie

Oswiadczenie wspoétautora

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy:

Bosko, P.; Biel, W.; Smetanska, I.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Sea Buckthorn Leaves as a Potential
Source of Antioxidant Substances. Appl. Sci. 2024, 14, 5038. https://doi.org/10.3390/app14125038,

moéj wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: ustaleniu koncepcji doswiadczenia,
opracowaniu metodycznym badan, weryfikacji wynikéw, nadzorem nad realizacjq badar oraz
merytorycznej ocenie jej ostatecznej wersji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedfozenie w/w pracy przez Pauline Bosko jako czes¢ rozprawy
doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutéw naukowych opublikowanych w
czasopismach naukowych.

Oswiadczam, ze samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wktad kandydatki Pauliny Bosko polegajacy na: sformutowaniu hipotezy badawczej, stworzeniu
koncepcji badan, wspétudziale w opracowaniu metodyki badan, wspdtudziale w nadzorze nad
realizacjq badan, zebraniu materiatu badawczego, przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikow
oraz uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.
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Prof Dr. Ing. Dr. Agr. Iryna Smetanska

University of Applied Sciences Weihenstephan-Triesdorf
Faculty of Agriculture, Food and Nutrition, Triesdorf
Course Management of Food Products

Plant Production and Processing

Triesdorf, 20 lipca 2024

Prof. dr hab. inz. Malgorzata Ozgo

Przewodniczaca Rady Naukowej
Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Wydzial Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy pod tytulem:

Bosko, P.; Biel, W.; Smetanska, 1.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Sea
buckthorn leaves as a potential source of antioxidant substances. Appl.
Sci. 2024, 14, 5038. https://doi.org/10.3390/app14125038,

moj wktad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: opracowaniu
metodycznym badan, przeprowadzeniu czesci analiz chemicznych oraz
ocenie ostatecznej wersji pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez Pauling
Bosko jako czg$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutow naukowych opublikowanych w czasopismach
naukowych.

Oswiadczam, ze samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$¢ w/w
pracy wykazuje indywidualny wkiad kandydatki Pauliny Bosko
polegajacy na: sformutowaniu hipotezy badawczej, stworzeniu koncepcji
badan, wspotudziale w opracowaniu metodyki badan, zebraniu materiatu
badawczego, przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikow oraz
uczestniczeniu ~w  przygotowaniu  wstgpnej i ostatecznej  wersji
manuskryptu.
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Prof. Dr. Iryna Smetanska
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dr hab. inz. Robert Witkowicz, prof. URK Krakow, dn. 26 lipca 2024 r.

Katedra Agroekologii i Produkcji Roslinnej
Whydziat Rolniczo-Ekonomiczny
Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kollataja w Krakowie

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Oigo
Przewodniczaca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Wrydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Niniejszym oswiadczam, Ze w pracy pod tytutem:

Bosko, P.; Biel, W.; Smetanska, I.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Sea buckthorn leaves as a potential
source of antioxidant substances. Appl. Sci. 2024, 14, 5038. https://doi.org/10.3390/app14125038,

mdj wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na: opracowaniu metodycznym badar,
przeprowadzeniu analiz statystycznych, wizualizacji danych oraz merytorycznej ocenie jej ostatecznej
wersji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez Pauline Bosko jako czeéé rozprawy
doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuldw naukowych opublikowanych w
czasopismach naukowych.

Oswiadczam, Ze samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wkiad kandydatki Pauliny Bosko polegajacy na: sformufowaniu hipotezy badawczej, stworzeniu
koncepcji badon, wspofudziale w opracowaniu metodyki badan, zebraniu materiatu badawczego,
przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikdw orgz uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej
i ostaotecznej wersji manuskryptu.
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dr Ewa Pigtkowska, prof. URK Krakéw, dn. 26 lipca 2024 r.
Katedra Zywienia Cztowieka i Dietetyki

Wydziat Technologii Zywnosci

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottgtaja w Krakowie

Prof. dr hab. inz. Matgorzata Ozgo
Przewodniczgca Rady Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy pod tytutem:

Bosko, P.; Biel, W.; Smetanska, I.; Witkowicz, R.; Pigtkowska, E. Sea buckthorn leaves as a potential
source of antioxidant substances. Appl. Sci. 2024, 14, 5038. https://doi.org/10.3390/app14125038,

moéj wktad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: opracowaniu metodycznym badan,
przeprowadzeniu czesci analiz chemicznych, interpretacji niektorych wynikéw badarn oraz ocenie

ostatecznej wersji pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez Pauline Bosko jako cze$¢ rozprawy
doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutdéw naukowych opublikowanych w
czasopismach naukowych.

Oswiadczam, ze samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wktad kandydatki Pauliny Bosko polegajacy na: sformufowaniu hipotezy badawczej, stworzeniu
koncepcji badan, wspdtudziale w opracowaniu metodyki badan, zebraniu materiatu badawczego,
przeprowadzeniu analiz, opracowaniu wynikéw oraz uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej
i ostatecznej wersji manuskryptu.
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11. Dodatkowe informacje

11.1. Edukacja

2009-2013: Studia s1 na kierunku biotechnologia na Wydziale Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
2013-2014: Studia s2 na kierunku biotechnologia na Wydziale Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego.

2014-2019: Studia s3 (studia doktoranckie) na Wydziale Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.
2015-2018: Szkota policealna TEB Edukacja w Szczecinie, kierunek — technik weterynarii
2019—obecnie: Studia s2 na kierunku biologiczne podstawy kryminalistyki na Wydziale
Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Szczecinskiego

2022-2023: Studia podyplomowe Tresura i1 behawiorystyka zwierzat na Uniwersytecie
WSB Merito Szczecin

11.2. Doswiadczenie zawodowe

2019-2021: Technik Weterynarii w Przychodnia Weterynaryjna A Na Skarpie w
Szczecnie

2022—-obecnie: Technik Weterynarii w Przychodnia Weterynaryjna Rodzinna w Szczecinie
11.3. Dzialalnos¢ dydaktyczna

Od pierwszego roku studiow doktoranckich prowadzenie zaje¢ dydaktycznych na studiach
stacjonarnych i na niestacjonarnych WBiHZ, ZUT w Szczecinie. Zajgcia laboratoryjne
obejmowaly nastgpujace przedmioty: Biologia ogdlna, Biotechnologia w produkcji pasz,
Dodatki w zywieniu zwierzat amatorskich, Zywienie pséw, Zywienie zwierzat i
paszoznawstwo oraz Zywno$¢ i zywienie, a zdrowie czlowieka na kierunkach:

biotechnologia, kynologia i zootechnika
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11.4.

Data
05.11.2014

18.03.2015

17.04.2015

29.04.2015

22.05.2015

24.09.2015

14.10.2015

08.04.2016

16.04.2016

08.04.2017

6-7.10.2017

Dzialalnos¢ organizacyjna

Wydarzenie

Promocja Wydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, ZUT
w Szczecinie na Targach Edukacji i Pracy w Kotobrzegu

Cztonek komisji konkursowej w XVI Konkursie Biologicznym dla
uczniow szkot ponadgimnazjalnych organizowany przez ZUT i ZCDN

Prowadzenie zaj¢¢ dla mlodziezy szkolnej w ramach ,,Nocy naukowca”
organizowanej przez ZSO nr 4 w Szczecinie pt. ,,Sztuka czytania etykiet
karm dla zwierzat”

Prowadzenie zaj¢¢ dla mlodziezy szkolnej w ramach programu
»LUTEK” organizowanego przez Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny

w Szczecinie, pt. ,,Sztuka czytania etykiet karm dla zwierzat”

Prowadzenie zaje¢ dla milodziezy szkolnej w ramach ,Nocy
naukowcOw” organizowanej przez Gimnazjum nr 18 im. Noblistow
Polskich w Szczecinie pt. ,,Sztuka czytania etykiet karm dla zwierzat”

Prowadzenie zaj¢¢ dla mtodziezy szkolnej w ramach ,,Festiwalu Nauki”
organizowanej przez Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie pt. ,,E-lementarz dodatkéw do zywnos$ci”

Prowadzenie zaje¢ w ramach , X Jubileuszowej Europejskiej Noc
Naukowcow” organizowanej przez Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie pt. ,,Zywnos$é funkcjonalna i jej bezcenny
wpltyw na organizm”

Prowadzenie zaje¢ dla mtodziezy szkolnej w ramach ,,Nocy naukowca”
organizowanej przez ZSO nr 4 w Szczecinie, pt. ,,Pierwsza pomoc
przedmedyczna dla psow 1 kotow”

Cztonek komisji konkursowej w XVII Konkursie Biologicznym dla
ucznidéw szkot ponadgimnazjalnych organizowany przez ZUT i ZCDN

Cztonek komisji konkursowej w XVIII Konkursie Biologicznym dla
ucznidow szkot ponadgimnazjalnych organizowany przez ZUT 1 ZCDN

Cztonek komitetu organizacyjnego Trzecich Warsztatow
Kynologicznych
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11.5. Dzialalnos¢ popularyzujaca nauke

11.5.1. Wygloszone referaty na konferencjach

miedzynarodowych i krajowych

Referat wygloszony w jezyku polskim pt. ,,Wptyw dodatku lisci
rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) na aktywnos$¢
02.06.2017 przeciwutleniajaca napojéow fermentacyjnych” na Konferencji Nauki
Przyrodnicze we Wspdlczesnym Swiecie, organizowanej przez
Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, ZUT w Szczecinie

Referat wygloszony w jezyku polskim pt. , Aktywno$¢
antyoksydacyjna  lisci  rokitnika  zwyczajnego  (Hippophae

21.06.2018 rhamnoides L.)” na XLVII Sesji Naukowej Sekcji Zywienia Zwierzat
KNZiA PAN, Krakow, 27-29 czerwca, 2018
11.5.2. Uczestnictwo w konferencjach krajowych

i miedzynarodowych

Konferencja weterynaryjna ,Praktyczne aspekty w leczeniu
10-11.09.2016 i diagnostyce matych i duzych zwierzat” organizowana przez Teb
Edukacja

Ogolnopolska Konferencja Behawioryzmu Zwierzat organizowana

14.10.2017 przez Animal Expert

Konferencja ,,Wpltyw diety na zachowanie pséw” organizowana
21.10.2017 przez Centrum Szkoleniowe Pies
07.04.2018 VII Miedzyuczelniana Konferencja Dzien Mozgu

11.6. Szkolenia, kursy i warsztaty

Warsztaty ,,Budzet projektu w programie Horyzont 20207

08.01.2015 . .

organizowane przez Nova Skills Sp. z o.0.

,Dietetyka pséw i kotow”, szkolenie on-line organizowane przez
26.06.2015 . o, .

Centrum Szkolenia Podyplomowego Technikow Weterynarii

Kurs ,,Pierwsza Pomoc 1 Prewencja Weterynaryjna Psow 1 Kotow”
25.07.2015 organizowany przez Zoopiekunowie Firma Ustugowo Szkoleniowa

SKABAT
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07-11.12.2015 Szkolenie organizowane przez Polskie Towarzystwo Nauk
o Zwierzetach Laboratoryjnych w zakresie:

— szkolenia dla os6b odpowiedzialnych za planowanie procedur
1 doswiadczen oraz za ich prowadzenie

— szkolenia dla os6b wykonujacych procedury

— szkolenia dla o0so6b usmiercajagcych zwierzgta wykorzystywane
w procedurach

Warsztaty weterynaryjne ,Praktyczne aspekty pracy z krwig”

11.09.2016 organizowane przez Teb Edukacja

Szkolenie dla technikdw weterynarii, kurs pierwszej pomocy ,,Pacjent

25.11.2016 powypadkowy” organizowany przez VetAkademia

Warsztaty ,Interpretacja nowych wymagan prawnych Unii
28.03.2017 Europejskiej dotyczacych znakowania zywnosci” organizowane przez
Regionalne Centrum Innowacji i Transferu Technologii ZUT

Szkolenie ,,Urzedowa kontrola nad bezpieczenstwem zywnos$ci
02.04.2017 w Wielkiej Brytanii” organizowane przez MRCVS, Eville&Jones
(UK)

Warsztaty Marty Muchy-Balcerek ,,GaSa — masaz relaksacyjny psow”

19.05.2017 organizowane przez Aport — szkolenie pséw

Seminarium lek. wet. Jolanty Lapinskiej ,,Przyczyny i sposoby
01.07.2017 rozwiagzywania problemow behawioralnych pséw i kotoéw po adopcji”
organizowane przez Szkot¢ dla Pséw PiesPotrafi.pl

30.09.2017 Kursu ,,Zywienie Pséw” organizowany przez TEB Edukacja

Seminarium lek. wet. Jolanty Lapinskiej ,,Leki 1 fobie psow i1 kotow”

01.09.2018 organizowane przez Szkote dla Pséw PiesPotrafi.pl

Warsztaty EIT Food RIS Venturing School, Uniwersytet Warminsko—
23-29.05.2019 Mazurski w Olsztynie, organizowane przez firm¢ Matis (Islandia)
oraz University of Cambridge

Ogo6lnopolska Konferencja Behawioryzmu Zwierzat, Agresja kotow

10.12.2022 organizowane przez Forum Media Polska

ABC Kociej Diety z Agnieszkg Cholewiak—Goralczyk organizowane
13.03.2023 .

przez Chce Zostac

ABC Psiej Diety z Agnieszka Cholewiak—Goralczyk organizowane
19.05.2023

przez Chce Zostac
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Warsztaty Komunikacja psoéw efektywny trening 1 terapia
behawioralna bazujaca na wzajemnym zrozumieniu, prelegent:

17,06.2023 Katarzyna ~ Wawryniuk, XV  Ogolnopolska ~ Konferencja
Behawioryzmu Zwierzat
Webinar ,,Zmiany kliniczne u starszych psow i kotow”, Karolina
19.06.2023 Hotda Zywienie Pséw i Kotow
11.7. Staze naukowe

Sierpien 2011 Praktyka studencka w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa, Samodzielny Publiczny Zaktad Opieki Zdrowotnej w Szczecinie.
2013 — 2014 Wymiana studencka w ramach programu Erasmus na Stowackim
Uniwersytecie Rolniczym w Nitrze

pazdziernik 2016 — maj 2018 Staz naukowy w ramach program BAYHOST, Plant
Production and Processing, University of Applied Sciences Weihenstephan-Triesdorf,
Markgrafenstr 16, 91746 Weidenbach, Germany [Uniwersytet Nauk Stosowanych
Weihenstephan—Triesdorf, Katedra Produkcji i Przetworstwa Ros$lin, Wydziat
Rolniczy, Triesdorf , Weidenbach, Niemcy]

11.8. Dorobek publikacyjny

11.8.1. Prace w czasopismach punktowanych

Michatek K., Dratwa-Chatupnik A., Bosko P., Dubik M., Jaszczuk M., Sylwestrzak A.,
Szczepanik K., Kawecka P., Marczuk N. 2014. Selected haematological and
biochemical parameters of the blood plasma of calves durnig the first month of life
before and after the admiinistration of milk replacer supplemented with lactose. Folia
Pomeranae Universitatis Technologiae Stetinensis Agricultura Alimentaria Piscaria et
Zootechnica, 312: 97-104.

Biel W., Stankowski S., Jaroszewska A., Puzynski S., Bosko P. 2016. The influence of
selected agronomic factors on the chemical composition of spelt wheat (Triticum
aestivum ssp. spelta L.) grain. Journal of Integrative Agriculture, 15: 1763-1769.

Biel W., Jaroszewska A., Bosko P., Stankowski S., Sadkiewicz J. 2016. Effects of

genotype and weed control on the nutrient composition of winter spelt (Triticulum
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aestivum ssp. spelta L.) and common wheat (Triticulum aestivum ssp. vulgare). Acta
Agriculturae Scandinavica, Section B — Soil & Plant Science, 66: 27-35.

. Jaroszewska A., Biel W., Stankowski S., Bosko P. 2016. Evaluation of the influence of

symbiotic mycorrhizal fungi on basic chemical compounds and minerals of sea
buckthorn leaves. Journal of Elementology, 21: 1029-1041.

. Bosko P., Biel W. 2017. Wtasciwosci lecznicze rokitnika zwyczajnego (Hippophaé
rhamnoides L.). Post¢py Fitoterapii, 18: 36-41.

. Sytar O., Bosko P., Zivcak M., Brestic M., Smetanska 1. 2018. Bioactive
phytochemicals and antioxidant properties of the grains and sprouts of colored wheat
genotypes. Molesules, 23: 2282—-2296.

. Bosko P., Matkowska P., Oberska P., Bordakov A., Hrechaniuk I., Komperda M.,
Kapturska A., Biel W., Michalek K. 2021. Expression of Aquaporin 1, 4, 8 and 9 in the
liver of rats fed with standard diet and supplemented with dried sea-buckthorn leaves
(Hippophaé rhamnoides L.). A pilot study. Polish Journal of Natural Science, 36: 457—
468.

. Bosko P., Biel W., Witkowicz R., Piatkowska E. 2024. Chemical composition and
nutritive value of sea buckthorn leaves. Molecules. 29, 3550. [P-1]

. Bosko P., Biel W., Smetanska 1., Witkowicz R., Pigtkowska E. 2024. Sea buckthorn
leaves as a potential source of antioxidant substances. 2024. Applied Sciences, 14. [P-
2]

11.8.2. Doniesienia 1 komunikaty na konferencjach,

seminariach, warsztatach miedzynarodowych i krajowych

. Bosko P., Biel W., Jaroszewska A., Kowalewska R. 2015. The effect of organic
farming methods on the chemical composition leaves of sea buckthorn (Hippophae
rhamnoides L.). 60th Anniversary of Faculty of Biotechnology and Animal Husbandry
International Scientific Conference organised by West Pomeranian University of
Technology in Szczecin, 17-18 czerwiec 2015; pp. 37-38.

. Bosko P. A., Biel W. 2016. Evaluation of the chemical composition of selected
varieties of sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) leaves. XLV Scientific Session
of Group of Animal Nutrition KNZ PAN, Olsztyn, 21-22 czerwca, 2016.

. Bosko P., Smetanska 1., A., Biel W. 2017. The influence of adding sea buckthorn
(Hippophae rhamnoides L.) leaves on the antioxidant activity of fermented beverages.
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10.

11.

Materiaty konferencyjne Nauki Przyrodnicze we Wspotczesnym Swiecie, Szczecin, 2
czerwiec, 2017.

Biel W., Kowalewska-Luczak 1., Bosko P., Lyson E. 2017. Podstawy zywienia psOw
pracujacych. Trzecie Warsztaty Kynologiczne, Szczecin, 67 pazdziernika 2017.
Lyson E., Bosko P., Biel W. 2017. Sktadniki mineralne w diecie pséw pracujacych.
Trzecie Warsztaty Kynologiczne, Szczecin, 67 pazdziernika 2017.

Bosko P., Lyson E., Biel W. 2017. Witaminy w zywieniu pséw uzytkowych. Trzecie
Warsztaty Kynologiczne, Szczecin, 67 pazdziernika 2017.

Bosko P., Biel W. 2018. Zapotrzebowanie na energi¢ psoOw sportowych i pracujacych.
Czwarte Warsztaty Kynologiczne, Zaktad Karny w Goleniowie, 18 maja 2018.

Bosko P., Biel W., Maciejewska D. 2018. Charakterystyka i poréwnanie profilu
kwasow ttuszczowych lisci i owocow rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides
L.). Materialy konferencyjne Biotechnologia — problemy i wyzwania, Szczecin,
8 czerwca, 2018.

Lyson E., Bosko P., Biel W. 2018. Wplyw gatunku na aktywno$¢ przeciwutleniajaca
lisci amarntusa (Amaranthus L.). Materiaty konferencyjne Biotechnologia — problemy
I wyzwania, Szczecin, 8 czerwca, 2018.

Bosko P., Biel W., Smetanska I. 2018. Antioxidant activity of sea buckthorn
(Hippophae rhamnoides L.) leaves. Materiaty konferencyjne XLVII Sesja Naukowa
Sekcji Zywienia Zwierzat KNZiA PAN, Krakow, 27-29 czerwca, 2018.

Bosko P., Biel W. 2018. Zywienie w chorobach przyzebia u psow. Pigte Warsztaty
Kynologiczne, Szczecin, 30 listopada — 2 grudnia 2018.

11.8.3. Prace popularno-naukowe

Bosko P. 2014. Prozdrowotne wlasciwosci serwatki — niedocenianego skarbu.

www.akademiadietetyki.pl (praca wyr6zniona w konkursie ,,Nauka i praktyka w zawodzie

dietetyka”).
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