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ELZBIETA KLEWICKA

BETACYJANINY — BIODOSTEPNOSC I BIOLOGICZNA
AKTYWNOSC

Streszczenie

Omoéwiono budowe i wlasciwosci czerwonych barwnikow betalainowych — betacyjanin, wystepuja-
cych w roslinach nalezacych do niektérych rodzin z rzedu gozdzikowcoéw (Caryophyllales). Rosliny za-
wierajace betacyjaniny sg spozywane przez czlowieka w stanie surowym lub w postaci konserw i koncen-
tratow warzywnych. Ponadto ekstrakty barwnikéw betalainowych dodawane sa do zywnosci jako natural-
ne preparaty koloryzujace. W Europie najpopularniejszym Zrodtem betacyjanin jest burak ¢wikltowy (Beta
vulgaris L. subsp. vulgaris). W pracy szczeg6lng uwage zwrdcono na biologiczng aktywnosc¢ tych zwigz-
kow i mechanizmy ich oddziatywania na organizm cztowieka. Zaproponowano mozliwy model wchtania-
nia i cyrkulacji betacyjanin w organizmie czlowieka. Przedstawiono rowniez dane na temat przeciwnowo-
tworowego dzialania tych zwigzkow i ich roli w prewencji choréb degeneracyjnych i nowotworowych.

Stowa kluczowe: betacyjaniny, betanina, aktywno$¢ przeciwutleniajaca, biodostgpnosé

Wprowadzenie

Zywno$¢ bogata w skladniki bioaktywne ma pomdc w utrzymaniu zdrowia i za-
pobiega¢ dietozaleznym chorobom o charakterze degeneracyjnym, a w szczegolnosci
nowotworom. Spozywanie zywnosci bogatej] w zwigzki bioaktywne, takie jak: polife-
nole, organiczne potaczenia siarki, terpeny, kurkuming, kumaryny, karotenoidy, betala-
iny stanowi¢ moze naturalng chemioprewencj¢. Ten rodzaj chemioprewencji ma na
celu zapobieganie, zahamowanie lub/i odwrdcenie procesu nowotworzenia, szczegol-
nie we wczesnych etapach. Czas od zainicjowania zmian powodujacych powstawanie
nowotworu do rozwinigcia si¢ klinicznie rozpoznawalnych objawowo zmian chorobo-
wych jest relatywnie dlugi. Pozwala to na wczesng interwencje zywieniowg. Jedng
z grup zwigzkow o aktywnos$ci przeciwnowotworowej sg czerwono-fioletowe barwni-
ki, betacyjaniny, nalezace do grupy betalain. Bogate w betacyjaniny sa buraki ¢wikto-
we (Beta vulgaris L. subs. vulgaris), kaktusy nalezace do rodzaju Hylocereus i Opuntia
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oraz liczne gatunki kwiatow nalezace do rodziny Amaranthaceae [6, 18, 30, 35, 46].
W Europie powszechnie dostepnym zroédtem betacyjanin jest burak ¢wiktowy. Burak
¢wiklowy oprocz spozycia w stanie $§wiezym jest cennym surowcem wykorzystywa-
nym w przemysle zywnosciowym do produkcji suszu, mrozonek, sokow pitnych i za-
geszczonych, jak rowniez wykorzystywany jest do produkcji naturalnych barwnikow
(betacyjanin) stosownych jako dodatki do Zzywnosci.

Charakterystyka i wystepowanie betacyjanin

Betacyjaniny sg barwnikami azotowymi zbudowanymi z kwasu betalamowego
1 cyklo-3,4-dihydroksyfenyloalaniny (cyklo-DOPA) [14, 35]. Ukladem chromoforo-
wym wystepujacym w betacyjaninach jest zotty kwas betalamowy. Betacyjaniny swoja
fioletowa barwe zawdzigczaja znacznemu wydhuzeniu uktadu sprzgzonych podwoj-
nych wigzan przez potaczenie kwasu betalamowego z czasteczka glukozydu cy-
klo-DOPA-5-O-Glc (Glc-glukoza), w ktorej znajduje si¢ pierscien aromatyczny.
W wyniku takiego polaczenia powstaje betanina o barwie fioletowo-czerwonej (rys. 1).

Wszystkie poznane betacyjaniny sg heteroglikozydami betaniny lub izobetaniny
(betanina, izobetanidyna, neobetanina, dekarboksylowana betanina) [9]. Betacyjaniny
nalezg do barwnikéw rozpuszczalnych w wodzie. Ich stabilno$¢ w roztworach jest
ograniczona przez takie czynniki §rodowiskowe, jak: st¢zenie barwnikow w roztworze,
aktywnos$¢ wody, warto$¢ pH, obecno$¢ zwiagzkow o aktywnosci przeciwutleniajace;,
obecno$¢ kationéw metali, temperatura oraz czynniki strukturalne: stopien glikozylacji,
stopien acylacji. Betacyjaniny sg stabilne podczas krotkotrwatego ogrzewania (do
3 min) w temp. 80 °C [17]. Kidon i Czapski [22] stwierdzili, ze podczas blanszowania
burakow ¢wiklowych w temp. 90 °C po 3 min nastepuje 25 % zmniejszenie zawartosci
czerwonych barwnikow, jednak wydluzenie tego czasu do 10 min nie wplyngto zna-
czaco na dalsze straty barwnikow. Zmniejszenie st¢zenia betacyjanin podczas obrobki
termicznej jest wynikiem przede wszystkim rozpadu betaniny na kwas betalamowy
i cyklo-DOPA. Do produktow termicznej degradacji betaniny zalicza si¢ rowniez izo-
betaning i dekarboksylowang betanine. Najwyzsza stabilno$¢ zwiazki te wykazuja, gdy
warto$¢ pH srodowiska miesci si¢ w przedziale 4,0 - 6,0, w temperaturze pokojowe;j
[36, 43]. Wigkszo$¢ reakcji termicznego rozpadu betaniny sag to reakcje odwracalne,
zalezne od stezenia poczgtkowego betaniny, temperatury i warto$ci pH srodowiska.
W kwasnym $rodowisku nastepuje regeneracja betaniny z cyklo-DOPA i kwasu beta-
lamowego, jak rowniez izobetanina przeksztatca si¢ do formy wyj$ciowej — betaniny.
W srodowisku o pH 3,0 wodne roztwory zmieniajg barwe w kierunku fioletowego, co
jest wynikiem dysocjacji grup karboksylowych. Ponadto, przy niskim pH wulgaksan-
tyny, ktore sa obecne w sokach buraczanych sg malo trwate. Rozpad wulgaksantyn
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Fig. 1.  Betanin and products of its transformation
Opracowano na podstawie: / Prepared on the basis of [9, 46, 49].

moze indukowac¢ zmian¢ barwy soku w kierunku barwy fioletowej. Betacyjaniny ule-
gajg rowniez przemianom enzymatycznym. Pod wptywem dziatania B-glukozydazy na
betaning i izobetaning nastepuje odszczepienie czasteczki glukozy, w wyniku czego
powstaje betanidyna i izobetanidyna (rys. 1). Zwiazki te sg zaliczane do grupy agliko-
now, ktore charakteryzuja si¢ wysokg biologiczng reaktywnoscia, podlegajac acylacji
i alkilacji [47, 49]. Termiczne procesy utrwalania zywno$ci bogatej w betacyjaniny nie
s zalecane ze wzgledu na duze straty barwnikow. W technologiach przetworstwa bu-
rakow ¢wiktowych mozna stosowa¢ fermentacje mlekowg zarowno krajanki korzenia
burakow, jak i soku. Podczas fermentacji betacyjaniny ulegaja co prawda takze prze-
mianom wynikajagcym z aktywnoS$ci enzymatycznej bakterii oraz obnizenia wartosci
pH do okoto 4,0 - 4,5. Jednak zastosowanie odpowiedniej kultury starterowej i odmia-
ny buraka do fermentacji pozwala zachowac betacyjaniny w 75 %, w stosunku do
pierwotnego stezenia [11, 40]. Po fermentacji mlekowej soku buraczanego, oprocz
stezenia betacyjanin, zmienia si¢ rowniez ich profil. W sokach §wiezych dominujacymi
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barwnikami czerwonymi sg betanina i izobetanina, a w niskich st¢zeniach neobetanina.
Natomiast po fermentacji w sokach pojawiajg si¢ dodatkowo aglikony: betanidyna
1 izobetanidyna. Wzajemne proporcje tych zwigzkdéw po fermentacji mlekowej sg uza-
leznione od odmiany burakéw, jak i od zastosowanej kultury starterowej [11].

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca betacyjanin

Wazng cechg betacyjanin jest ich zdolno$¢ do wygaszania wolnych rodnikéw
(ROS) obecnych w srodowisku. W betaninie (dominujacym barwniku w §wiezym su-
rowcu buraczanym) obecna jest tylko jedna grupa fenolowa, ktorej czasteczka betaniny
zawdzigcza wlasciwosci przeciwutleniajgce. Takie wilasciwosci mogg mieé¢ rowniez
produkty jej rozpadu czyli neobetanina czy cyklo-DOPA. Kwas betalamowy i1 gluko-
zyd cyklo-DOPA, powstajace podczas rozpadu betaniny w srodowisku zasadowym, nie
wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajacych. Natomiast w srodowisku o kwasnym pH
zwiazki te mogg wykazywac aktywno$¢ przeciwutleniajaca [5, 9].

Czapski 1 wsp. [10] badali warto$¢ antyoksydacyjng sokow pozyskanych z 11
odmian buraka ¢wiklowego (Ceryl, Chrobry, Czerwona Kula, Nochowski, Noe 21,
Noe 694, Noe 904, Noe Pol, Okragly Ciemnoczerwony, Opolski, Wodan). Wartos¢
antyoksydacyjna tych sokow ksztaltowala si¢ na poziomie od 10,2 do 20,6 uMol Tro-
loxu/ml. Autorzy ci wykazali korelacje pomiedzy aktywno$cia przeciwutleniajgca
a zawartoscig betacyjanin. Po kontrolowanej fermentacji mlekowej soku z buraka ¢wi-
ktowego odmiany Chrobry o aktywnosci przeciwutleniajacej 13,04 pMol Troloxu/ml
soku, aktywno$¢ przeciwutleniajaca soku obniza si¢ w zalezno$ci od zastosowanej
szczepionki lub szczepu i wynosi od 7,70 do 10,62 uMol Troloxu/ml soku [25], co
zwigzane jest z cze$ciowag degradacja betacyjanin. Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca
swiezego buraka ¢wiktowego (korzen, sok) zalezna jest od st¢zenia czerwonych barw-
nikow — betacyjanin. Ogrzewanie suszu buraczanego poza Srodowiskiem wodnym
powodowato degradacj¢ barwnikow betalainowych, szczegodlnie betacyjanin, ale nie
nastgpowata utrata aktywnosci przeciwutleniajacej, a wrecz jej przyrost [22]. Pod
wpltywem wysokiej temperatury barwniki czerwone moga przechodzi¢ w zoétte Iub tez
moga powstawa¢ inne produkty termicznej degradacji, np. zwiazki Maillarda [22].
Ponadto, ogrzewanie utatwia ekstrakcje z tkanki buraka innych zwigzkéw, poza barw-
nikami, ktoére rowniez wykazujg aktywnos¢ przeciwutleniajgca, np. kwas ferulowy
[37]. Kwas ferulowy zaliczany jest do grupy polifenoli. W buraku ¢wiktowym $rednio
odnotowuje si¢ 14,40 + 6,75 mg/100 g. Stezenie kwasu ferulowego jest zroznicowane
w zaleznosci od odmiany buraka [21, 31].

Betanina i betanidyna reaguja z wolnymi rodnikami powstajacymi z rozpadu 2,2’-
azobis(2-amidynopropanu), ktore najczesciej powoduja niekontrolowane procesy utle-
niania lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) [1, 5, 51-53]. Dziatanie betaniny ogranicza
sie tylko do fazy lipidowej, natomiast betanidyna charakteryzuje si¢ aktywnos$cig prze-
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ciwutleniajgcg zardwno we frakcjach hydrofilnych, jak i lipofilnych [1, 51]. Kinetyka
zdolno$ci wygaszania wolnych rodnikow wskazuje na wyzsza efektywnos¢ betanidy-
ny, pordwnywalng z witaming E. Mechanizm reakcji wygaszania azorodnikow przez
betaning polega na reakcji podstawienia glukozy grupg monofenolowa, a w betanidy-
nie mozliwe jest podstawienie w pozycji orto-difenolu [52].

Biodostepnos¢ betacyjanin

Badania ostatnich lat wykazaly, ze przenoszenie wynikéw uzyskanych w mode-
lach in vitro do modelu in vivo wymaga duzej ostrozno$ci z uwagi na nie do konca
poznany mechanizm przyswajania i metabolizowania zwigzkdéw o aktywnos$ci przeci-
wutleniajacej w organizmie cztowieka 1 zwierzat.

Biodostgpnos¢ betacyjanin uzalezniona jest od czynnikow strukturalnych tych
zwiazkow, glikozylacji oraz obecnosci sktadnikow towarzyszacych w diecie. Decyduja
one zarOwno o miejscu ich wchianiania w przewodzie pokarmowym, jak i o sposobie
czy mechanizmie w jaki przenikajg bariere jelitowg. Oksydacyjnie najaktywniejsze sg
betanina i betanidyna. Zwiazki te, spozywane przez czlowieka i zwierzeta, juz w bar-
dzo matych st¢zeniach (w mikromolach) ograniczajg procesy utleniania lipidowej war-
stwy membran komorkowych, jak réwniez hamuja proces rozktadu hemu, wystepuja-
cego w hemoglobinie, mioglobinie i cytochromach [19].

Wiedza na temat absorpcji betacyjanin w organizmie czlowieka jest niewielka.
Wiadomo, ze betalainy pochodzace z owocoéw kaktusow w przewodzie pokarmowym
cztowieka degradowane s3 od 24 do 29 % w zotadku, w jelicie cienkim nastepuje ko-
lejny ubytek stgzenia o 20 - 26 % i w jelicie grubym dochodzi do dalszej degradacji
betacyjanin o kolejne 20 - 29 % [41]. Betanina w formie niezmienionej wydalana jest
wraz z moczem cztowieka w ilosci 3,7 % dawki pierwotnej (w przypadku betacyjanin
z owocow kaktusa) [51] 1 od 0,28 % do 0,9 % w przypadku spozycia betacyjanin po-
chodzacych z soku buraczanego [15, 19]. W surowicy krwi ochotnikéw po spozyciu
owocow kaktusa stwierdzono od 3,5 do 4,0 % spozytej dawki betacyjanin, w przeli-
czeniu na betaning [51]. W osoczu krwi ochotnikéw identyfikowano tylko betaning.
W tresci jelita grubego (pobranej z czesci dystalnej) zwierzat doswiadczalnych (szczu-
row) karmionych fermentowanym sokiem z buraka ¢wiklowego stwierdzono obecnos¢
betacyjanin w stgzeniu 39 + 12,8 ng/g tresci jelita, co stanowi okolo 1,6 % dawki
pierwotnej. Analiza HPLC wyekstrahowanych z prébek tresci jelitowej betacyjanin
wykazata obecnos¢ gtownie betanidyny i izobetanidyny, przy $ladowej obecnos$ci be-
taniny, co moze wskazywac ze betanina catkowicie lub w czgsci zostata zaabsorbowa-
na, badz ulegta rozktadowi pod wptywem enzymow nabtonka jelitowego i aktywnosci
enzymatycznej mikrobioty jelitowej (rys. 2) [24].
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Analiza wykonana z wykorzystaniem kolumny Ace 5 C18, 538 nm; 1 — betanina, 7 — betanidyna,
10 — izobetanidyna. Piki 2-6, 8, 9, 11-14 zwiazki nieoznaczane [24]. Wykorzystano chromatograf Ther-
moSeparation sktadajacy si¢ z systemu Spectra P2000, detektora UV6000LP oraz integratora SN 4000.
Analize wykonano w metoda opisang przez Stintzing i wsp. [48] z pewnymi modyfikacjami. Warunki
rozdziatu byly nastgpujace: eluent A sktadat si¢ z 2 g/1000 ml TFA i 100 g/1000 ml HCOOH (65:35),
eluent B uzyskano poprzez zmieszanie 1000 g/1000 ml acetonitrylu i 100 g/1000 ml HCOOH (80:20).
Catkowity rozdzial betacyjanin prowadzono w ciagu 80 min w temp. pokojowej, przy szybkosci przepty-
wu 0,9 ml/min. Przez pierwsze 15 min stosowano izokratyczny przeptyw (100 %) eluentu A, a nastgpnie
gradient liniowy od 0 do 20 % eluentu B przez 65 min. Betacyjaniny byty monitorowane przy dtugosci fali
538 nm.

An analysis performed using an Ace 5 C18 column. Determined were: 1— betanin; 7 — betanidin;
10 — isobetanidin. Peaks: 2-6, 8, 9; non-determined compounds: 11-14 [24]. A liquid chromatograph
ThermoSeparation was used made up of an Spectra System P2000 pump and a photodiode detector
UV6000LP. and an SN 4000 integrator. The analysis was performed using an HPLC method described by
Stintzing et al. [48] with a few modifications. HPLC conditions were as follows: eluent A consisted
of 2 /1000 ml TFA and 100 g/1000 ml HCOOH (65:35), and eluent B was prepared by mixing
1000 g/1000 ml acetonitrile and 100 g/1000 ml HCOOH (80:20). A complete separation of betalains was
achieved within 80 min at a room temperature and at a flow rate of 0.9 ml/min. During the first 15 min, an
isocratic flow of (100%) eluent A was carried out followed by a linear gradient from 0 to 20 % of B eluent
during 65 min. Betalains were monitored at a wave length of 538 nm.

Rys. 2. Betanina, betanidyna i izobetanidyna w ekstrakcie wodnym tresci jelitowej szczurdéw spozywa-
jacych 3 ml/dzien fermentowanego soku z buraka ¢wikltowego.

Fig. 2.  Betanin, betanidin, and isobetanidin in water extract of intestinal contents in rats consuming 3 ml
of fermented juice of beetroot per day.

Betanina, ktorej obecnos¢ stwierdza si¢ w osoczu krwi po spozyciu zywnosci bo-
gatej w betacyjaniny jest glukozydem betanidyny. Sladowe ilosci betaniny w tresci
jelitowej dowodza, ze w formie niezhydrolizowanej moze by¢ wchlaniana do krwio-
biegu. Na absorpcje¢ betacyjanin przez nabtonek jelita cienkiego maja wptyw mechani-
zmy transportu podczas wchlaniania jelitowego. Po wstepnym trawieniu w Zoladku
nastepuje transport masy pokarmowej do jelita cienkiego, gdzie ma miejsce jego dalsze
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trawienie i wchtanianie. Trawienie w jelicie cienkim moze odbywac si¢ na powierzchni
btony sluzowej, gdzie nastgpnie wchianiane s3 koncowe produkty przemian. Najwaz-
niejsza role we wchtanianiu jelitowym odgrywa dyfuzja prosta. Na tej drodze pobiera-
ne sg hydrofilowe niskoczasteczkowe zwiazki, ktore wraz z wodg przenikajg przez
pory komorek nablonkowych jelita cienkiego oraz zwigzki hydrofobowe — rozpusz-
czalne w warstwie lipidowej btony. Pozostate produkty trawienia sg wchtaniane za
posrednictwem transportu czynnego, wymagajacego naktadu energii i obecno$ci swoi-
stych przenos$nikoéw [36]. Do chwili obecnej nie wyznaczono schematdéw transporto-
wych betacyjanin. Stgzenie betacyjanin w surowicy krwi jest niewielkie w stosunku do
spozytej dawki, co moze sugerowac o utrudnionym wchlanianiu tych zwigzkow. Przy-
puszcza si¢, ze betacyjaniny sa wchlaniane do krwioobiegu w niezmienionej formie
1 nie ulegaja koniugacji z kwasem glukuronowym czy siarczanami, jak ma to miejsce
w przypadku innych zwigzkéw biologicznie aktywnych pochodzenia roslinnego — fla-
wonoidow [15]. Znane sg dwa mechanizmy umozliwiajgce przekroczenie bariery blony
jelitowej przez flawonoidy w formie glikozydowej. Pierwszy polega na hydrolizie
glikolizowanych flawonoidow przez -glikozydazy 1 dalej w formie aglikond6w moga
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Rys. 3. Hipotetyczny model przemian i wchlaniania betacyjanin przez czlowieka [Opracowano na pod-
stawie: 20, 24, 41, 51].

Fig. 3. Hypothetical model of transformations and absorption of betacyanins by humans [Prepared on
the basis of: 20, 24, 41, 51].




12 Elzbieta Klewicka

by¢ wchtaniane w wyniku dyfuzji prostej. Drugim jest transport glikozydow flawonoi-
déw do enterocytoOw za posrednictwem transportera glukozy zaleznego od gradientu
stezen jonow sodu (Na") [35, 38]. Przypuszcza sig, ze betanina jest transportowana wg
drugiego mechanizmu, okreslanego jako jelitowy kanal glukozowy, bez wcze$niejsze-
g0 odszczepienia czasteczki glukozy. Hipotetyczny model przemian i absorpcji betacy-
janin przedstawiono na rys. 3.

Przeciwnowotworowy mechanizm dzialania betacyjanin

Obecnie uwaza si¢, ze powstawanie i rozwoj nowotworow to nie tylko wynik na-
gromadzenia mutacji komoérkowych, ale rowniez zdolno$¢ komorek nowotworowych
do ,,wylaczania” mechanizméw samozniszczenia. Prowadzi to do zwigkszenia zywot-
no$ci komorek i utrwalania zaistniatych mutacji oraz opornosci komorek na dziatanie
cytostatykow. W efekcie koncowym nastgpuje ograniczenie zjawiska apoptozy, ktore
prowadzi do szeregu ztosliwych chorob proliferacyjnych oraz uktadu odpornosciowego
[3]. W badaniach stosowane sg testy oceniajgce poziom genotoksycznosci (test Amesa,
test kometkowy), cytotoksycznosci (test MTT, NRU) oraz testy specyficzne okreslaja-
ce aktywno$¢ enzymatyczng, np. enzymy fazy II procesu detoksykacji czy markery
apoptozy. W tab. 1. zestawiono markery, sposob oraz materiat badan dotyczacych bio-
logicznej aktywno$ci preparatow z buraka ¢wiktowego i betaniny z kaktusow.

W tescie Amesa wykorzystano zdolno$¢ bakterii do rewersji mutacji pod wpty-
wem czynnikow wywolujacych pierwotng mutacje. Histydyno-zalezne auksotroficzne
mutanty bakterii Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ulegaja
rewersji do form prototroficznych (His"). Najcze$ciej stosowanymi szczepami w bada-
niach mutagennos$ci czynnikow chemicznych sg szczepy Salmonella oznaczone sym-
bolami TA98 i TA100. Szczepy te maja mutacj¢ operonu histydyny; dla szczepu TA98
jest to mutacja genu D (hisD3052) natomiast dla szczepu TA100 mutacja genu G
(hisG46). Dodatkowo u szczepow Salmonella TA98 1 TA100 wystepuje mutacja rfa,
ktora powoduje zwigkszenie przepuszczalnosci sciany komorkowej bakterii i umozli-
wia penetracj¢ zwigzkow chemicznych do wnetrza komorki. Delecja AuvrB powoduje
zmnigjszenie zdolnosci naprawy uszkodzen DNA poprzez wycinanie. Do szczepow
TA98 1 TA100 wprowadzono dodatkowo plazmid pKM101 (tzw. czynnik R), ktory
warunkuje mutagenez¢ zalezng od systemu bt¢dnej naprawy DNA oraz opornos¢ na
ampicyling [2]. Antymutagenng aktywno$¢ fermentowanego soku buraka ¢wiktowego,
ktorego gléwnymi sktadnikami bioaktywnymi byla mieszanina betacyjanin: betanina
1 betanidyna okreslita w swoich badaniach Klewicka [27]. Aktywnos$¢ antymutagenna
soku w dawce 10 pl wynosita od 50 do 56 % w tescie Salmonella TA9S8 i okoto 55 %
w tescie Salmonella TA100, w zaleznosci od zastosowanego do fermentacji szczepu.
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Tabela l
Markery biologicznej aktywnoSci betacyjanin.
Markers of betacyanins’ biological activity.
Test Preparat/Produkt (sktad) Literatura
Test Preparation/Product (composition) References

Test Amesa (genotoksycznosc)
Ames test (genotoxicity)

Sok z buraka ¢wiktowego
(betanina, izobetanina, neobetanina)
Beetroot juice (betanin, isobetanin,

neobetanin)

Butz i wsp. [4]

Test Amesa (genotoksycznosc¢)
Ames test (genotoxicity)

Sok z buraka ¢wiktowego
(betanina, izobetanina, neobetanina)
Beetroot juice (betanin, isobetanin,

neobetanin)

Klewicka [27]

Test Amesa (genotoksycznosc)
Ames test (genotoxicity)

Fermentowany sok z buraka
¢wiklowego (betanina, izobetanina,
betanidyna, izobetanidyna,
neobetanina)
Lactofermented beetroot juice
(betanin, isobetanin, betanidin,
isobetanidin, neobetanin)

Klewicka [27]

Test kometkowy
(genotoksyczno$é, linia komorkowa
Caco2)

Comet test (genotoxicity, cell line
Caco2)

Fermentowany sok z buraka
¢wiktowego (betanina, izobetanina,
betanidyna, izobetanidyna,
neobetanina)
Lactofermented beetroot juice
(betanin, isobetanin, betanidin,
isobetanidin, neobetanin)

Klewicka i wsp. [26]

Test MTT (aktywnos$¢ dehydrogena-
zy bursztynianowej), NRU (obec-
no$¢ czerwieni obojetnej w zywych
komorkach) (cytotoksyczno$é, linia
komorkowa Caco?2)

MTT test (activity of succinate
dehydrogenase), NRU (neutral red in
the presence of living cells)
(cytotoxicity, cell line Caco2)

Fermentowany sok z buraka
¢wiklowego (betanina, izobetanina,
betanidyna, izobetanidyna,
neobetanina)
Lactofermented beetroot juice
(betanin, isobetanin, betanidin,
isobetanidin, neobetanin)

Klewicka i wsp. [26]

ACF (aberrant crypt foci) (in vivo)

Fermentowany sok z buraka
¢wiklowego (betanina, izobetanina,
betanidyna, izobetanidyna,
neobetanina)
Lactofermented beetroot juice
(betanin, isobetanin, betanidin,
isobetanidin, neobetanin)

Klewicka i wsp. [26]
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c.d. Tab. 1

Aktywacja i indukcja enzymow fazy
II (linia komérkowa Hepa 1c1c7)
Activation and induction of phase I1
enzymes (Hepa 1c1c7 cell line)

Ekstrakty z burakow ¢wiktowych
(ekstrakt czerwonych zwiazkow)
Extracts from beetroots (red extract
compounds)

Wettasinghe i wsp. [55]
Lee i wsp. [33]

Aktywacja i indukcja enzymu fazy 11
- oksydoreduktazy NAD(P)H:
chinonowej 1 (NQO1) (in vivo)
Activation and induction of phase II
enzyme: oxidoreductase NAD (P) H:
quinone 1 (NQO1) (in vivo)

Ekstrakty z burakow ¢wiktowych
(ekstrakt czerwonych zwiazkow)
Extracts from beetroots (red extract
compounds)

Lee i wsp. [33]

Indukcja apoptozy (linia komérkowa

K562) Betanina (z kaktusa) .
: . . . Sreekanth i wsp. [45]
Induction of apoptosis (cell line Betanin (from cactus)
K562)

Indukcja aktywnosci
kaspazy — 3 (granulocyty
obojetnochtonne PMN)
Induction of activity of
caspase - 3 (PMN neutrophils)

Sok z buraka ¢wiktowego (betanina,
izobetanina, neobetanina). Zielinska — Przyjemska
Beetroot juice (betanin, isobetanin, [56, 57]

neobetanin)

Dla poréwnania ograniczenie rewersji mutantow His"™ przez sok, ktory poddano spon-
tanicznej fermentacji wynosit zaledwie 28 % (jako probe odniesienia 100 % przyjeto
aktywnos$¢ antymutagenng soku $wiezego). W soku fermentowanym w sposob sponta-
niczny nastepuje ubytek betacyjanin nawet w 80 % [11]. Spowodowane jest to niekon-
trolowang fermentacjg indukowang przez endogenng mikrobiot¢ surowca, ktéra w tych
warunkach degraduje czerwone barwniki. W wyniku kontrolowanej fermentacji soku
z buraka ¢wiklowego, pomimo zmiany proporcji betacyjanin w odniesieniu do §wieze-
go soku, warto$¢ antymutagenna zostaje zachowana. Swiadczy to o wysokiej aktywno-
$ci biologicznej betaniny i betanidyny, ktére sg dominujacymi zwigzkami barwnymi po
kontrolowanej fermentacji mlekowej [11]. Butz i wsp. [4] wykazali, ze niekorzystnym
czynnikiem stabilnosci betacyjanin jest temp. powyzej 80 °C. Poddanie soku dziataniu
cisnienia od 400 do 600 MPa w temp. od 25 do 50 °C pozwolito na zachowanie aktyw-
no$ci antymutagennej soku z buraka ¢wiklowego.

Innym testem do okres§lania genotoksycznosci $rodowiska jest test kometkowy,
w ktoérym ocenia si¢ uszkodzenia jadrowego DNA za pomoca alkalicznej elektroforezy
pojedynczej komorki w zelu. W te$cie wykorzystuje si¢ roznice szybkosci migracji
w polu elektrycznym nieuszkodzonego i uszkodzonego DNA jadra komorkowego.
Nieuszkodzony DNA w wizualizacji obserwuje si¢ jako glowe komety, natomiast
uszkodzony materiat tworzy ciagnacy si¢ ogon [34]. Klewicka i wsp. [26], stosujac
test kometkowy, wykazali ograniczenie genotoksyczno$ci $rodowiska katowego
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u zwierzat dos$wiadczalnych spozywajacych fermentowany sok z buraka ¢wiklowego
0 60 %. Sok podawany zwierzetom zawierat 0,96 + 0,002 mg/ml betacyjanin: betanine
(35 % catkowitego stezenia betacyjanin), betanidyng (40 %) oraz izobetaning, izobeta-
nidyn¢ i neobetaning (tacznie 25 %) [11]. Natomiast w wodzie katowej dominowata
betanidyna i izobetanidyna przy sladowej ilosci betaniny [24]. Mozna przypuszczac, ze
betanidyna i izobetanidyna wykazuja bioaktywne i ochronne dziatanie na jadrowe
DNA komorki.

Testy cytotoksycznosci pozwalaja na okreslenie zmian powstalych w zywych
komorkach, np.: oceng integralno$ci bton komoérkowych czy aktywno$¢ enzymatyczng
wybranych organelli komorkowych. Do takich testow zalicza si¢ test z czerwienig obo-
jetng (NRU), ktory polega na przenikaniu czerwieni do wngtrza zywych komorek
i gromadzeniu si¢ w lizosomach. Natomiast w tescie MTT miernikiem zywotnos$ci
komorek jest aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej. Enzym ten zlokalizowany
jest w mitochondriach zywych komorek i przeksztatca rozpuszczalng sl tetrazoliowag
(bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) w forme¢ zredukowana,
czyli nierozpuszczalny formazan wytrgcajacy si¢ w postaci krysztalow [8, 54]. Badania
cytotoksycznosci wody katowej szczurow spozywajacych fermentowany sok z buraka
¢wiktowego testami MTT i NRU na linii komorkowej Caco2 nie wykazaty ochronnych
wlasciwosci betacyjanin [26].

W transformacji i eliminacji zwigzkéw toksycznych z komorki uczestniczg dwie
grupy enzymow. Enzymy fazy I naleza do rodziny cytochromu P-450. Rolg enzymow
fazy 1 jest przygotowanie zwigzku toksycznego do dalszych przemian. W II etapie
detoksykacji szczeg6lng rolg odgrywaja: S-transferaza glutationu (GST), oksydoreduk-
taza NAD(P)H: chinonowa 1 (NQO1), UDP-glukuronylotransferaza (UGT). Przemia-
ny z udzialem wymienionych enzymoéw zwickszajg rozpuszczalnos¢ ksenbiotykow
w wodzie i utatwiajg ich wydalanie [29, 42]. Aktywno$ci wymienionych enzymow
w szczegolnosci enzymy fazy I sg wykorzystywanymi przez badaczy markerami de-
toksykacji komorek, szczegodlnie w obecnosci zwigzkéw toksycznych. Badania mecha-
nizmoéw dziatania betacyjanin z burakow ¢wiktowych przeprowadzita grupa badawcza
Wettasinghe 1 wsp. [55] na linii komorkowej Hepa 1clc7 (komorki nowotworowe wa-
troby). Wykazali, ze betacyjaniny indukuja enzymy fazy 11, w szczegolnosci reduktaze
chinonowg (QR) (wg obecnej nomenklatury oksydoreduktaza NAD(P)H: chinonowa 1)
(NQOW1) [42, 55]. Badania przeprowadzone przez Lee 1 wsp. [33] potwierdzity, Ze in-
dukcja aktywnos$ci NQO1 w komorkach Hepa 1clc7 nastepuje tylko pod wpltywem
frakcji zwiazkdéw czerwonych (betacyjanin). W przypadku zoéttych barwnikéw (betak-
santyn) nie zaobserwowano takiego efektu. Ta sama grupa badawcza w badaniach in
vivo na szczurach wykazata, wyzsza aktywnos¢ NQO1 w poréwnaniu z grupg kontrola,
w komorkach tkanek: jelita grubego, nerek, watroby i pluc zwierzat, ktore otrzymywa-
ly ekstrakty betacyjanin.
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Sreekanth i wsp. [45], stosujgc jako model eksperymentalny komoérki biataczki
K562 wykazali, ze betanina pochodzaca z kaktusa, po wniknig¢ciu do wngtrza komorki
moze indukowac procesy apoptozy i ogranicza¢ namnazanie komorek nowotworo-
wych. Komorki wykazywaty typowe cechy morfotyczne apoptozy (kondensacja chro-
matyny, fragmentacja jadra, tworzenie ciatek apoptotycznych). W analizie wykonanej
w mikroskopie konfokalnym potwierdzono, Ze betanina jest transportowana do wnetrza
komorki. W zelu agarozowym stwierdzono fragmentacje DNA na krétkie odcinki
o dlugosci 180 - 200 par zasad. Apoptoza jest procesem zaprogramowanym genetycz-
nie 1 shuzacym do eliminacji komérek w danym momencie zb¢dnych lub uszkodzo-
nych. Smier¢ komorek moze nastgpowaé rowniez w wyniku nekrozy. Nekroza wywo-
tana jest poprzez, np. mechaniczne uszkodzenie komorki w wyniku dziatania promie-
niowania UV lub toksycznych zwigzkéw chemicznych. W odréznieniu od procesu
nekrozy, cytoplazma oraz zawartos¢ organelli komorki ulegajacej apoptozie nie zostaja
uwolnione do przestrzeni miedzykomorkowej, a cialka apoptotyczne zostajg sfagocy-
towane przez otaczajace komorki lub makrofagi. W procesie apoptozy nie dochodzi do
naciekania tkanki przez granulocyty i makrofagi, i w konsekwencji do stanu zapalnego
tkanki, co ma miejsce w przypadku nekrozy [12, 13, 44]. Apoptoza moze przebiegac
w rozny sposob, jednakze wyrdznia si¢ dwa gtéwne mechanizmy. Pierwszy sposob, to
cykl przemian indukowany sygnatem pochodzacym z zewnatrz komorki, ktory jest
zwigzany z aktywacja blonowych ,receptorow $mierci”, nalezacych do nadrodziny
receptorow czynnika martwicy nowotworow TNFR (tumor necrosis factor receptor).
Druga droga inicjacji apoptozy — szlak wewnatrzkomorkowy, przebiega z udzialem
mitochondriow 1 wymaga uwolnienia cytochromu ¢ do cytoplazmy. Czasteczki cyto-
chromu ¢ w zdrowych komorkach nie przedostaja si¢ do cytoplazmy, gdyz nie moga
pokona¢ bariery bton mitochondrialnych. W utrzymaniu prawidtowej przepuszczalno-
$ci blon biorg udziat biatka rodziny Bcl-2 [16, 32]. W obu szlakach dochodzi do pobu-
dzenia szeregu biatek posredniczacych w przekazywaniu sygnalu apoptotycznego
i aktywacji enzymow zwanych kaspazami [39, 44]. Uwolniony do cytoplazmy cyto-
chrom c wraz z bialkiem Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) i ATP tworzy
struktur¢ zwang apoptosomem. Oligomeryzacja biatka Apaf-1 i przylaczenie szeregu
czastek prokaspazy—9, ktore ulegajg samoaktywacji prowadzi do powstania dlugotrwa-
tej struktury aktywnej katalitycznie. Rola apoptosomu jest aktywacja kaspazy-3, za-
sadniczego enzymu wykonawczego procesu apoptozy [23, 44]. Kaspaza-3 jest odpo-
wiedzialna za kondensacj¢ chromatyny, degradacj¢ DNA oraz rozklad wielu substra-
tow (wimentyny, topoizomerazy I, biatka STAT-1, gelsoliny, a-fodryny, PARP).
Dzigki mnogosci substratow kaspaza-3 jest najwazniejsza sposrod kaspaz wykonaw-
czych. Przypuszcza si¢, ze pomiar jej aktywnosci moze stuzy¢ do oceny nasilenia pro-
cesu apoptozy [28]. Zielinska-Przyjemska i wsp. [56, 57] stwierdzili, ze sok buraka
¢wiktowego w stezeniu 0,1 — 50 % (v/v) po 24-godzinnej hodowli niestymulowanych
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1 stymulowanych komorek ludzkich granulocytow obojetnochtonnych (PMN) indukuje
zardbwno spontaniczng apoptoz¢ PMN, jak i stymulowang estrem forbolu. Natomiast
aktywnos$¢ kaspazy-3 w 2-godzinnej hodowli PMN w obecnosci soku z buraka ¢wi-
ktowego nie roznita si¢ od wartosci notowanych w prébie kontrolnej. Zauwazyli po-
nadto zalezng w czasie indukcje aktywnosci kaspazy-3 przez sktadniki soku z buraka
¢wiklowego [56, 57].

W przedstawionych powyzej pracach omawiajgcych mozliwy przeciwnowotwo-
rowy mechanizm dziatania betacyjanin zastosowane byly réznorodne testy i réznego
pochodzenia betacyjaniny o réznorodnym sktadzie barwnikéw czerwonych. Wigkszo$¢
z tych testéw byla przeprowadzana w warunkach in vitro. Badania te nie uwzgledniaja
przemian, jakim mogg ulega¢ betacyjaniny podczas pasazu przez przewod pokarmowy
czy podczas wchianiania i wydalania metabolitow tych zwigzkéw. Niemniej sg one
bardzo pomocne w dalszym projektowaniu badan na poziomie in vivo. Konkludujac,
wylania si¢ koncepcja wielokierunkowego prewencyjnego dziatania betacyjanin:

— ochrona materiatu genetycznego komorki, ktéra ma bezposredni kontakt z batacy-
janinami,

— detoksykacja komorek poprzez indukcje¢ 1 aktywacje enzymow fazy II,

— ograniczenie proliferacji komorek nowotworowych, poprzez mozliwy indukowany
proces apoptozy.

Aby potwierdzi¢ pozytywne (ochronne) dziatanie czynnikéw zywieniowych nie-
zbedne sg badania in vivo, w pierwszej kolejnosci zawsze na modelu zwierzecym. Mo-
delem do oceny przeciwnowotworowych witasciwosci czynnikow zywieniowych lub
chemioterapeutykow jest chemiczna indukcja aberracji krypt jelita grubego (ACF)
u zwierzat (zazwyczaj u szczurow). W badaniach Klewickiej i wsp. [26] zastosowano
chemiczny model indukowania zmian ACF przez N-nitrozo-N-metylomocznik (MNU)
wg Tache 1 wsp. [50]. Jako biomarkery efektu mutagennego MNU stosowano ilos¢
1 wielko$¢ zmian ACF. W grupie zwierzat, w ktorej indukowano zmiany ACF stwier-
dzono w jelicie grubym (cze$¢ dystalna i proksymalna) 55 = 18 zmian przy czym 45 +
21 sklasyfikowano jako duze zmiany (4 i powyzej, krypt w ognisku). W grupie zwie-
rzat spozywajacych 3 ml fermentowanego soku buraczanego obok MNU, przez caty
okres doswiadczenia ilo$¢ zmian ACF jelita ksztaltowala si¢ na poziomie 21 + 6 cat-
kowitej liczby zmian w tym 7 + 4 zaklasyfikowano jako duze zmiany. Stwierdzono
wigc ograniczenie ilosci 1 wielko$ci zmian ACF w wyniku spozywania fermentowane-
go soku z buraka ¢wiktowego, bedacego zrodtem betacyjanin.

Przedstawione nieliczne badania nad mechanizmem dziatania betacyjanin na ko-
morki nowotworowe sg badaniami pionierskimi, wymagajg kontynuacji i poszerzenia
wiedzy o wewnatrzkomérkowych interakcjach prowadzacych do ograniczania niepra-
widtowych proceséw zachodzacych na poziomie komorki.
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Podsumowanie

Warzywa (burak ¢wiktowy — Beta vulgaris L. subsp. vulgaris) i owoce kaktusow
(Hylocereus sp., Opuntia sp.) zawierajace bioaktywne betacyjaniny sg czg¢$cig diety
czlowieka. Biodostepnos¢ betacyjanin jest mata, co moze by¢ spowodowane czgsciowa
degradacja w przewodzie pokarmowym, jak réwniez utrudnionym wchlanianiem
w jelicie cienkim. W osoczu krwi po spozyciu zywnosci bogatej w betacyjaniny ozna-
cza si¢ stezenia na poziomie mikromolarnym. Pomimo malych stezen betacyjanin
w krwiobiegu czlowieka obserwuje si¢ ograniczenie procesOw utleniania lipidowej
warstwy membran komoérkowych [19]. Dodatkowo, zwiazki te biorg udziat w szlakach
aktywacji enzymow fazy II, odpowiedzialnych za detoksykacje komorek i usuwanie
ksenobiotykow [29]. W przypadku betaniny wiadomo, ze moze aktywowac¢ ona mito-
chondrialny szlak apoptozy komorek nowotworowych [45]. Regularne spozywanie
zywnosci bogatej w betacyjaniny moze prowadzi¢ do ograniczenia wystgpowania cho-
rob degeneracyjnych, powstajacych w wyniku uszkodzenia strukturalnego komorek
w tkankach narzadow.
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BETACYANINS - BIOAVAILABILITY AND BIOLOGICAL ACTIVITY
Summary

In the paper there are discussed the structure and properties of red betalain pigments: betacyanins, oc-
curring in the plants belonging to certain families of the Caryophyllales order. People consume the betacy-
anins containing plants either raw or in the form of canned food and vegetable concentrates. Moreover, the
extracts of betacyanin pigments are added to food products as natural colouring preparations. In Europe,
the beetroot (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris) is the most popular source of betacyanins. In this paper, the
biological activity of those compounds was highlighted as were probable mechanisms of their effects on
the human body. A possible absorption and circulation model of betacyanins in the human body was sug-
gested. Furthermore, some data were presented, which referred to anticancer activity of betacyanins and
their role in preventing degenerative diseases and cancer.

Key words: betacyanins, betanin, antioxidant activity, bioavailability
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