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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb zwiekszania zawartosci sktadnikéw bioaktywnych w owo-
cach pomidora, zwtaszcza sktadnikéw takich jak witamina C czy polifenole oraz zwigkszania aktywnosci
antyoksydacyjnej tych owocéw.

Pomidor zwyczajny (Solanum lycopersicum L.) nalezy do rodziny psiankowatych i jest roslina
uprawiang na catym swiecie [Bergougnoux, V. (2014). The history of tomato: From domestication to
biopharming. Biotechnology Advances, 32(1), 170-189]. W Polsce najwiecej pomidoréw produkowano
,bez oston”, jednakze ze wzgledu na coraz wieksze wymagania konsumentéw pod katem waloréw sma-
kowych i wizualnych ten rodzaj uprawy ustepuje miejsca uprawie ,pod ostonami” [Brzozowski P., Zmar-
licki K. 2019 Perspektywy, szanse i zagrozenia dla produkcji pomidoréw pod ostonami. Instytut Ogrod-
nictwa, Skierniewice].

Najwieksze zbiory najlepszej jakosci pomidoréw otrzymuje sie ze szklarni posiadajacych najnow-
sze systemy kontroli produkcji [Jabtoriska, L., Olewnicki, D. (2011). Zmiany w powierzchni upraw ogrod-
niczych pod ostonami w Polsce w pierwszej dekadzie XXI w. Problemy Rolnictwa Swiatowego, 11(4),
122]. Do najczestszych oston stosowanych podczas produkcji pomidorow w Polsce naleza: szklarnie,
w ktérych pomidory rosng na wetnie mineralnej, tunele ogrzewane, tunele nieogrzewane [Chudzik, A.
(2010). Optacalno$¢ produkcji pomidoréw pod ostonami w wojewddztwie lubelskim i w rejonie Sando-
mierza. Roczniki Naukowe Stowarzyszenia Ekonomistéw Rolnictwa i Agrobiznesu, 12(3), 33—89].

Przyrodnicze srodowisko produkcji to czynnik ksztattujacy jakos¢ surowca. Dazenie rolnika do
ograniczenia zawartosci substancji niepozadanych w produkcie, opiera sie w zasadzie na stosowaniu
racjonalnych metod agrotechniki, celem uzyskania odpowiedniej jakosci produktéw, oraz zadawalajace;j
efektywnos$ci gospodarki. W Polsce moze wystepowacd przenawozenie azotowe roslin. Wyraza sie ono
wzrostem zawarto$ci frakcji N-NOs, ktéra zredukowana aminami do N-NOz, tworzy w sprzyjajacych wa-
runkach nitrozoaminy. Przypisuje sie im kancero- i teratogennos¢. Szczegdlne znaczenie ma kontrola
zawartosci azotandéw w sktadnikach pozywienia matych dzieci, bardzo wrazliwych na ich obecnosé
w pokarmie. Przykladem wptywu nawozenia na jakos$é technologiczna surowcéw moze byé zwiazek
nawozenia potasowego ze wzrostem sktonnosci do obnizania jakosci owocow i warzyw. Powszechna
jest opinia o zagrozeniach zdrowotnych powodowanych przez srodki chemicznej ochrony roslin. W Pol-
sce zagrozenie to nie ma charakteru ogélnego, lecz moze wystapié incydentalnie gdy nie sa przestrze-
gane okresy karencji.

Na jakos¢ surowca wptywa ponadto sasiedztwo innych roélin (allelopatia, czyli wzajemne oddzia-
tywanie roslin), racjonalna gospodarka, zabiegi agrotechniczne, zwalczanie szkodnikéw i choréb, odpo-
wiednia pora i dojrzato$¢ w czasie zbioru.

W celu gwarancji niskiej zawartosci kadmu, cynku, otowiu w surowcach roslinnych nalezy utrzy-
mywa¢é glebe w odpowiednim pH.

W stanie techniki znane sa czynniki biotyczne i abiotyczne wptywajace na zawarto$¢ wybranych
sktadnikéw bioaktywnych w uprawianych roslinach. Do czynnikéw abiotycznych zalicza sie stosowane
nawozenia. Dla znawcy jest oczywistym, Ze stosowanie odpowiedniego nawozenia NPK oraz mikroele-
mentowego wptywa na zawarto$¢ sktadnikéw bioaktywnych, takich jak: karotenoidy, witamina C oraz
antyoksydantéw matoczasteczkowych [Schulzova, Véra and HajSova, Jana (2007) Biologically active
compounds in tomatoes from various fertilisation systems. Poster at: 3rd QLIF Congress: Improving
Sustainability in Organic and Low Input Food Production Systems, University of Hohenheim, Germany,
March 20-23, 2007]. Metoda ta mozna osiagna¢ standardowe dla danej odmiany pomidora zawartosci
tych zwiazkéw. Ponadstandardowe zawarto$ci wybranych sktadnikow bioaktywnych mozna osiagnaé
stosujac czynniki chemiczne. Wykazano, Ze stosujac kwas salicylowy oraz ekstrakty roslinne w trakcie
uprawy mozna modyfikowaé aktywnos$¢ wybranych enzymow, w tym peroksydazy i oksydazy polifeno-
lowej, przez co osiagnieto zwiekszone zawartosci sktadnikéw bioaktywnych oraz wyzsza odpornosé
rodlin pomidora [K. Narasimhamurthy, K. Soumya, A.C. Udayashankar, C. Srinivas, S.R. Niranjana,
Elicitation of innate immunity in tomato by salicylic acid and Amomum nilgiricum against Ralstonia so-
lanacearum, Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, Volume 22, 2019].

Zwiekszone zawartosci sktadnikéw bioaktywnych, w tym matoczasteczkowych antyoksydantéw
oraz polifenoli osiagnieto stosujac handlowe preparaty o nazwie Activane®, Micobiol®, Stemicol®, co
przedstawiono w pracy ,Potencjalne elicytory produkcji metabolitéw wtérnych i aktywnos$ci antyoksyda-
cyjnej pomidoréw [Cham, A. K., Zacarias, M. del C. O. Saldafa, H. L. Vazquez Alvarado, R. E. ., Olivares
Saenz, E. ., Martinez-Avila, G. C., & Alvarado Gémez, O. G. (2021). Potential elicitors on secondary
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metabolite production and antioxidant defence activity of two tomato [Solanum lycopersicum L. varieties.
Italian Journal of Agronomy, 16(3), https://doi.org/10.4081/ija.202E1883].

Wykazano réwniez, ze stosowanie fitohormondw, takich jak kwas abscysynowy (ABA) pozytyw-
nie wptywa na zwiekszenie zawartosci wybranych sktadnikéw bioaktywnych, gtéwnie antyoksydantow
matoczasteczkowych poprzez aktywacje uktadéw enzymatycznych, takich jak amoniakoliaza fenyloala-
niny (PAL) odpowiedzialnej za synteze polifenolii w pomidorach [Tao, X.; Wu, Q.; Aalim, H.; Li, L.; Mao,
L.; Luo, Z,; Ying, T. Effects of Exogenous Abscisic Acid on Bioactive Components and Antioxidant Ca-
pacity of Postharvest Tomato during Ripening. Molecules 2020, 25, 1346].

Stosowanie nawozdéw jak i innych preparatéw chemicznych, jest metoda wzbogacania owocow
i warzyw w sktadniki bioaktywne, jednak generujaca pozostatosci stosowanych srodkéw chemicznych.
Nawet wykorzystywanie w uprawie roslin ww. srodkéw zgodnie z zasadami powoduje ryzyko zanie-
czyszczenia srodowiska pozostatosciami tych zwiazkéw lub niepozadane dziatania na organizmy zywe
bytujace w ekosystemie. Z kolei srodki typu elicytorow dziataja selektywnie na zwiekszanie okreslonych
skfadnikéw uprawianych roslin i nastepnie zbieranych owocéw do spozycia przez cztowieka. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze ich pozostatosci réwniez obecne sa w surowcu roslinnym. W dziedzinie techniki
stale poszukuje sie innych srodkéw, ktére pozwola na zwiekszenie sktadnikéw bioaktywnych w owocach
lub warzywach przeznaczonych do zdrowej diety cztowieka, ktére pozbawione sa ww. wad.

Wynalazek wychodzi naprzeciw tym opisanym wyzej problemom. Celem wynalazku jest zapew-
nienie sposobu takiej uprawy pomidora, ktéra prowadzi do zwiekszenia ilosci sktadnikéw bioaktywnych
w owocach pomidoréw. W szczegdlnosci celem wynalazku jest zapewnienie sposobu, ktéry zapewni
zwiekszenie zawarto$ci sktadnikow bioaktywnych w owocach pomidora, takich jak np. witamina C czy
polifenolejak i sktadniki wptywajace na wzrost aktywnosci antyoksydacyjnej tych owocéw. Dalszym ce-
lem wynalazku jest wiec zapewnienie owocdéw pomidora o korzystnych walorach odzywczych jako ele-
mentu diety cztowieka.

Spadek jakosci pozywienia cztowieka powoduje koniecznos¢ suplementaciji diety lub wynajdowa-
nia nowych sposobdéw upraw owocow i warzyw wzbogacajacych je w sktadniki bioaktywne wazne dla
zdrowia cztowieka. Wynalazek wychodzi naprzeciw tym oczekiwaniom.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb zwiekszania zawartosci sktadnikéw bioaktywnych w owo-
cach pomidora oraz zwiekszania aktywnosci antyoksydacyjnej tych owocéw charakteryzujacy sie tym,
ze w catym okresie wzrostu roslin pomidora, od przyjecia rosliny do gruntu do korca okresu wegetacyj-
nego, poddaje sie je cyklicznemu ozonowaniu raz w tygodniu w atmosferze gazowego ozonu o stezeniu
od 0,1 ppm do 2 ppm przez 1 do 3 minut, przy czym w trakcie ozonowania uprawa jest ostonieta.

Korzystnie sktadnikami bioaktywnymi sa witamina C i/lub polifenole. Korzystnie sktadnikiem bio-
aktywnym jest witamina C. Korzystnie skfadnikiem bioaktywnym sa polifenole.

Korzystnie sktadnikami bioaktywnymi sa antyoksydanty wptywajace na catkowity potencjat anty-
oksydacyjny.

Korzystnie stezenie ozonu wynosi 2 ppm. Korzystnie réwniez, gdy gazowy ozon podaje sie cy-
klicznie przez 1 minute, 1,5 minuty, 3 minuty.

Sposéb wedtug wynalazku nie jest oczywisty, poniewaz znany byt w literaturze fitotoksyczny
wptyw ozonu troposferycznego na ekosystemy lesne i rosliny uprawne. Na roslinach w wyniku dziatania
ozonu troposferycznego pojawiaja sie plamy chlorotyczne i nekrotyczne [Zapletal M., Cudlin P., Chroust
P., Urban O., Pokorny R., Edwards-Jonadova M., Czerny R., Janou$ D., Taufarova K., Vecefa Z., Mi-
kudka P., Paoletti E. 2011. Ozone flux over a Norway spruce forest and correlation with net ecosystem
production. Environmental Pollution 159: 1024—1034]. Stad znawcy w dziedzinie moga by¢ zniecheceni
do stosowania tego $rodka na rosliny.

Dobér parametréw sposobu nie jest przypadkowy. Zaskakujace byto ustalenie, iz dobrane odpo-
wiednio dawki gazowego ozonu podawane cyklicznie nie dziataty fitotoksycznie. Stwierdzono, Ze ozo-
nowane owoce hie wykazuja wtdérnego skazenia skutkujacego przyspieszonym pogarszaniem sie jako-
&ci surowca. Ponadto korzystne jest, aby sposdb wedtug wynalazku mozliwy byt w relatywnie tatwy
sposéb do zastosowania przez rolnika w trakcie wegetacji tak, aby uzyskaé korzysci stosowania spo-
sobu wedtug wynalazku w trakcie wzrostu roslin. Tak jest w przypadku wynalazku.

Sposdb zwiekszania sktadnikéw bioaktywnych w owocach pomidora wedtug wynalazku ma wiele
zalet. Przede wszystkim stosowanie ozonu na uprawy roslin pomidora jest metoda bezpozostatosciowa
poprawiania jakosci owocow. Stosowanie tego czynnika nie wptywa negatywnie na srodowisko natu-
ralne, poniewaz ozon rozktada sie do tlenu atmosferycznego, jednak jest wystarczajaco trwaty aby wy-
wotaé efekt zwiekszenia zawartosci sktadnikéw bioaktywnych.
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Zastosowanie sposobu ozonowania w kontrolowanych warunkach wiaze sie z wystapieniem
stresu oksydacyjnego w strukturach komdrkowych rosliny wyniku, ktérego poprzez aktywacje uktadow
enzymatycznych produkowane sa wieksze ilosci metabolitéw wtérnie wptywajacych na jakosé finalna
surowca roslinnego [Piechowiak, T., & Balawejder, M. (2019). Impact of ozonation process on the level
of selected oxidative stress markers in raspberries stored at room temperature. Food Chemistry, 298,
125093]. Wiaze sie to ze wzrostem ilodci pozytywnych dla cztowieka sktadnikéw bioaktywnych w owo-
cach co wptywa na poprawe ich wartosci pokarmowych i aspektéw prozdrowotnych.

Polifenole to wtérne metabolity roslinne. Wystepuja w kwiatach, lisciach, owocach i nasionach.
To one odpowiadaja za barwe roslin, chronia je przed niekorzystnymi warunkami srodowiska (niskie
temperatury, susza). Ponadto moga petni¢ funkcje hormondw, regulatoréw wzrostu oraz inhibitorow
wielu reakcji enzymatycznych. Polifenole sa takze cennym sktadnikiem w diecie cziowieka. Metabolizm
tych zwiazkéw w ludzkim organizmie zachodzi gtéwnie w watrobie i nerkach. Wiadome jest, Zze dieta
bogata w warzywa i owoce pomaga w zachowaniu zdrowia na co wptyw ma wtasnie zawartos$¢é w nich
polifenoli. Dieta dostarczajaca tych cennych fitozwiazkéw moze chroni¢ przed wieloma chorobami, m.in.
uktadu krazenia, nowotworami, préchnica oraz choroba wrzodowa Zotadka i dwunastnicy.

Pozytywny wptyw witaminy C na zdrowie jest znany — ponizej wymieniono tylko kilka z jej zasto-
sowan. Kwas askorbinowy, popularnie zwany witaming C, to jeden z najwazniejszych zwiazkéw orga-
nicznych koniecznych dla prawidtowego rozwoju organizméw zywych. Witamina C nalezy do grupy na-
syconych alkoholi polihydroksylowych. Jest skutecznym przeciwutieniaczem, ktéry zapobiega procesom
starzenia (takze skoéry), poprawia prace uktadu krazenia i dziata przeciwnowotworowo. Witamina C uszczel-
nia i wzmacnia naczynia krwionosne, co zapobiega tworzeniu sie sincéw, krwotokéw czy krwawien dzia-
set. Hamuje takze utlenianie cholesterolu frakcji LDL, a co za tym idzie, wptywa na zmniejszenie pato-
logicznych zmian miazdzycowych w naczyniach krwionosnych. Witamina C utatwia przyswajanie ze-
laza, uczestniczy w tworzeniu erytrocytow (krwinek czerwonych), wspiera proces gojenia sie ran.
Uczestniczy w procesie syntezy kolagenu, wptywajac na stan tkanki tacznej. Ponadto bierze udziat
w syntezie neuroprzekaznikéw, poprawiajac prace moézgu. Aktywuje wiele enzyméw, uczestniczy
w przemianach aminokwasow, zwtaszcza tyrozyny, bierze udziat w syntezie hormondw steroidowych
(kortykosteroidéw). Dlatego niezwykle wazne jest dostarczenie organizmowi odpowiedniej dawki wita-
miny C wraz z pozywieniem lub w postaci suplementu diety.

Antyoksydanty, czyli przeciwutleniacze, sa substancjami, ktére opézniaja lub hamuja proces ok-
sydacji, czyli utleniania danej substancji, przy czym dziataja one w duzo mniejszym stezeniu w poréw-
naniu do stezenia substancji, ktéra ulega utlenianiu [Bartosz G. 2013. Druga twarz tlenu. Wolne rodniki
w przyrodzie. Wydawnictwo Naukowe PWN].

Witasciwosci antyoksydacyjne wykazuje wiele rodzajéw zwiazkéw chemicznych wystepujacych
w roslinach — najczesciej w ich czesciach jadalnych, takich jak: owoce, liscie, bulwy, korzenie czy na-
siona [Hendrich A.B., Malon R., Pola A., Shirataki Y., Motohashi N., Michalak N. 2002. Differential inte-
raction of Sophora isoflavonoids with lipid bilayers. Europ. J. Pharma. Sci. 16(3), 201-208].

Antyoksydanty roslinne mozna podzieli¢ na nastepujace grupy:

kwasy fenolowe (kwas kawowy, elagowy, ferulowy) oraz flawonoidy z szescioma podgru-
pami, do ktérych naleza: flawonole (kwercetyna, kempferol), flawanole (katechina, gallusan
epikatechiny), flawanony (naringenina, hesperydyna), flawony (apigenina, luteolina), anto-
cyjany (cyjanidyna, malwidyna) i izoflawonoidy (genisteina, daidseina); osobna grupe poli-
fenoli tworza stilbeny (resweratrol);

- karotenoidy, m.in. alfa i beta-karoten, likopen;

- kwas askorbinowy;

—  tokoferole [Czerwiecki L. 2009. Wspdtczesne poglady na role przeciwutleniaczy roslinnych

w profilaktyce chordb cywilizacyjnych. Rocz. PZH 60, 3, 201-206].

Celem ustalenia jak prowadzenie sposobu wedtug wynalazku wptywa na zawarto$¢ sktadnikow
bioaktywnych w pomidorach zebranych z upraw poddanych ozonowaniu, przeprowadzono ustalenie
zawartosci wybranych sktadnikéw bioaktywnych w owocach w trakcie ich wegetacji jak i w trakcie prze-

chowywania.
Dziatanie wynalazku zilustrowano na fig. 1-8.
Fig. 1 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawartosci polifenoli w czerwonych dojrzatych po-

midorach w czasie wegetacji w zaleznosci od warunkdéw procesu ozonowania.
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Fig. 2 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawartoéci polifenoli w czerwonych dojrzatych po-
midorach podczas przechowywania w zaleznosci od warunkéw procesu ozonowania
w czasie wegetacji roslin.

Fig. 3 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawarto$ci polifenoli w zielonych pomidorach pod-
czas przechowywania w zaleznosci od warunkéw procesu ozonowania w czasie wege-
tacji roslin.

Fig. 4 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawartosci witaminy C w czerwonych dojrzatych

pomidorach w czasie wegetacji w zaleznosci od warunkdéw procesu ozonowania w cza-
sie wegetacji roslin.

Fig. 5 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawarto$ci witaminy C w czerwonych dojrzatych
pomidorach podczas przechowywania w zaleznosci od warunkéw procesu ozonowania
w czasie wegetacji roslin.

Fig. 6 ilustruje wykres stupkowy aktywnosci antyoksydacyjnej jakie wykazuja czerwone doj-
rzate pomidory w czasie wegetacji w zaleznoéci od warunkéw procesu ozonowania
w czasie wegetacji roslin.

Fig. 7 ilustruje wykres stupkowy aktywnosci antyoksydacyjnej jakie wykazuja czerwone doj-
rzate pomidory podczas przechowywania w zaleznosci od warunkéw procesu 0zono-
wania w czasie wegetacji roslin.

Fig. 8 ilustruje wykres stupkowy aktywno$ci antyoksydacyjnej jakie wykazuja zielone pomi-
dory podczas przechowywania w zaleznoéci od warunkéw procesu ozonowania w cza-
sie wegetacji roslin.

Fig. 1-8 opisane zostang szczegdtowo w przyktadach realizacji wynalazku.

Wybrano trzy testy jako reprezentatywne do okreslenia dziatania wynalazku: badanie aktywnosci

antyoksydacyjnej, badanie zawartosci polifenoli i zawartosci witaminy C w owocach pomidora.

Badania przeprowadzono na zebranych owocach dojrzatych czerwonych w trakcie wegetacji oraz
owocach dojrzatych czerwonych w trakcie przechowywania. Zaobserwowano bowiem, ze korzystne
skutki uprawy roslin pomidora widoczne sa zaraz po zbiorze, ale réwniez owoce nie traca sktadnikow
bioaktywnych w trakcie 24 godzin przechowywania.

Wynalazek zostat opisany w przyktadach, ktére nie maja mie¢ znaczenia ograniczajacego, a po-
kazuja reprezentatywne sposoby zwiekszania zawartosci sktadnikéw bioaktywnych w owocach pomi-
dora. Przyktady pokazuja réwniez efekt jaki zostaje osiagniety poprzez stosowanie sposobu wedtug
wynalazku.

Dla ponizszych badan ujawnionych w przyktadach realizacji wynalazku, roéliny pomidoréw upra-
wiano nastepujaco. Przedplonem dla pomidoréw byta cebula. Po zbiorze przedplonu pobrano laska
Egnera proby glebowe z powierzchni pola, gdzie zaplanowano na przyszty rok uprawe pomidora. Na
podstawie analizy gleby dokonano ustalenia dawek nawozowych odpowiednich dla roslin pomidora.
Zbadany odczyn gleby byt odpowiedni dla uprawy pomidora i wynosit 6,1. Jesienig zastosowano nawo-
zenie fosforowo-potasowe i wykonano orke. Wiosna przeprowadzono uprawe przedsiewna. Sadzonki
pomidoréw wysadzono po ustapieniu wiosennych przymrozkow w systemie pasowo-rzedowym. Dwa
rzedy roslin tworzace pas, posadzono w odlegto$ci 50 cm, a miedzy nimi pozostawiono przejscie sze-
rokosci 100 cm. Odlegtosé miedzy roslinami w rzedach wynosita 40 cm. Nawozenie wielkosktadnikowe
(NPK Mg Ca) zastosowano od 3 tygodnia po wysadzeniu rozsady. W okresie intensywnego kwitnienia
i plonowania stosowano oprysk zawierajacy mikroelementy. Ro$liny pomidora prowadzono ,nha jeden
ped”, to znaczy, ze regularnie usuwano wyrastajace pedy boczne, aby skoncentrowac energie rosliny
na rozwoju owocow. Przy prowadzeniu pomidoréw na jeden ped systematycznie usuwano pedy boczne
pojawiajace sie w katach lisci. Pedy te wytamywano we wczesnej fazie wzrostu. Dodatkowo przepro-
wadzano usuwanie nadmiaru lisci w celu przyspieszenia dojrzewania owocéw oraz poprawy zdrowot-
nosci roslin, tj. m.in. lepsze wietrzenie, poprawa warunkéw swietinych w dolnych partiach roslin. Pomi-
dory w potowie sierpnia ogtawiano, czyli usuwano wierzchotek pedu gtéwnego. Wierzchotki pomidoréw
usunieto powyzej 2-3 lisci nad ostatnim rozwinietym kwiatostanem.

Materiat do badan stanowity rosliny pomidora zwyczajnego (Solanum lycopersicum L.) odmiany
Remiz. Poza zastosowaniem sposobu wedtug wynalazku, pomidor uprawiany byt zgodnie z zasadami
prawidtowej agrotechniki, jak opisano powyzej.

Dla ponizej opisanych przyktadéw stosowano nastepujaca procedure ozonowania w trakcie
uprawy. Do zamknietego tunelu foliowego, w ktérym prowadzono uprawe pomidora tunelowego, za po-
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mocg przewodu gumowego doprowadzany byt strumien ozonu z generatora Korona L5 Zdrowa Zyw-
no$¢. Stezenie ozonu kontrolowano czujnikiem ozonu 106M Ozone Solution. Badano wptyw réznych
dawek ozonu podawanego raz w tygodniu od momentu przyjecia sie sadzonek do korica okresu wege-
tacji roslin na owoce pomidora. Uprawe prowadzono pod ostona, ktérg w warunkach eksperymentéw
byt tunel foliowy, a w warunkach polowych uprawy moze to byé ostona w postaci kartonu, tektury czy
folii.

Kontrola w eksperymentach byty owoce pomidora roslin, ktére uprawiano bez traktowania gazo-
wym ozonem. Poza tym uprawa przebiegata analogicznie jak dla upraw eksperymentalnych.

Dla eksperymentéw opisanych w przyktadach, rosliny pomidora uprawiane byty jednakowo,
zmienna byla dawka gazowego ozonu podawanego raz w tygodniu. Badano wtasciwosci dojrzatych
czerwonych owocow pomidora ze zbioru w miesiacu sierpien, na ktéry to czas przypada najwiekszy
plon. Zielone owoce pomidora zbierano w miesiacu pazdziernik z uwagi na zamieranie zielonych czesci
roslin. Na zebrane owoce pomidora nie stosowano juz ozonowania, wtasnos$ci jakie owoce pomidora
nabraty wynikaja ze stosowania ozonowania w okreslonej dawce w trakcie wzrostu roslin (wegetacji)
i owocow na tych roslinach.

Proces ozonowania w trakcie uprawy roslin pomidora prowadzono w odrebnych tunelach folio-
wych przez 1, 1,5 i 3 minuty, utrzymujac kazdorazowo stezenie ozonu pod ostong na poziomie 2 ppm.
Nastepnie po procesie ozonowania tunel foliowy otwierano z obu stron i przewietrzano. Ozonowanie
przeprowadzano cyklicznie raz w tygodniu. Na czas przeprowadzenia ozonowania nalezy ostonic rosliny
jesli pomidor jest gruntowy lub jako ostone wykorzystaé tunel w przypadku uprawy pomidora tunelo-
wego/szklarniowego. Ostong moze by¢ ostona z folii z tworzywa sztucznego, z tektury/kartonu lub in-
nego materiatu. Ostone mozna zdjaé po przeprowadzeniu ozonowania i natozyé ponownie w kolejnych
cyklach ozonowania. Ozonowanie prowadzi sie przez caty okres wzrostu roslin pomidora, tj. od trzech
tygodni po wysadzeniu (po przyjeciu rosliny do gruntu) do korca okresu wegetacyjnego.

W trakcie prowadzenia doswiadczen, podczas cyklicznego cotygodniowego dostarczania gazo-
wego ozonu do tunelu umieszczano w nim wentylator, przy uzyciu, ktérego wywotywano ruch powietrza
wewnatrz tunelu. Wszystkie rosliny dzieki temu rozwiazaniu znajdowaty sie w atmosferze ozonu o takim
samym stezeniu.

W celu stwierdzenia skutecznosci sposobu wedtug wynalazku pobierano zielone i czerwone po-
midory do analiz chemicznych opisanych ponize;.

Przykiad 1. Zwigkszenie zawartosci polifenoli

Catkowitg zawarto$¢ polifenoli oznaczono za pomoca metody opisanej przez Piechowiak i in.
2021 [Piechowiak, T., Skoéra, B., Grzelak-Btaszczyk, K. et al. Extraction of Antioxidant Compounds from
Blueberry Fruit Waste and Evaluation of Their In Vitro Biological Activity in Human Kératinocytes (Ha-
CaT). Food Anal. Methods 14, 2317-2327 (2021), https://doi.org/10.1007/s12161-021-02056-7].

Oznaczanie poziomu zwigzkow polifenolowych rozpoczeto od przygotowania krzywej wzorcowe;.
W tym celu przygotowano serie roztwordw wzorcowych kwasu galusowego o stezeniu 1 mg/ml.
Do 7 podpisanych probdowek typu eppendorf odpipetowano po 500 yl metanolu. Do pierwszej probdowki
dodano 500 pl wzorcowego roztworu kwasu galusowego o stezeniu 1 mg/ml, a nastepnie catosé wy-
mieszano. Roztwdr ten wykorzystano do nastepnych rozciehczen, otrzymujac roztwory o stezeniach
0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0312, 0,015, 0,0078 mg/ml. Do ptytki 96-dotkowej odpipetowano po 20 pl
wzorcowego roztworu kwasu galusowego o stezeniach: 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0312, 0,015, 0,0078
mg/ml, 80 pl wody destylowanej, 25 pl odczynnika Folin-Ciocalteu i 50 pl 20% Na2COs. Po 30 minutach
inkubacji mierzono absorbancje przy dtugos$ci fali 700 nm. Wygenerowana krzywa kalibracyjna postu-
zyta do obliczenia zawartosci polifenoli w owocach pomidora. Prébke wtasciwa przygotowywano przez
odpipetowanie 20 pl ekstraktu pomidora, 80 yl wody destylowanej 25 pl reagentu Folin-Ciocalteu oraz
50 pl 20% roztworu Na2COs do dotkdw ptytki. Plytke inkubowano przez 30 min, po czy mierzono absor-
bancje roztwordéw przy 700 nm.

Fig. 1 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawartosci polifenoli w czerwonych dojrzatych pomi-
dorach w czasie wegetacji roslin, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomidora na dziatanie ga-
zowego ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonywano niezwtocznie po ze-
braniu owocéw. W przypadku zawartosci polifenoli w czerwonych dojrzatych pomidorach pobranych
w czasie wegetacji, najbardziej korzystne jest cykliczne ozonowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju
gazowym ozonem o stezeniu 2 ppm w czasie 1 minuty.

Fig. 2 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawartosci polifenoli w czerwonych dojrzatych pomi-
dorach badanych podczas przechowywania, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomidora na
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dziatanie gazowego ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonywano 24 godziny
po zbiorze. W czasie przechowywania czerwonych owocéw w temperaturze 10-13°C i wilgotno$ci
85-90% z danego wariantu pobrano proby materiatu do badan na zawarto$¢ polifenoli. W przypadku
zawartosci polifenoli w czerwonych dojrzatych pomidorach badanych w trakcie przechowywania, naj-
bardziej korzystne jest cykliczne ozonowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju gazowym ozonem
o stezeniu 2 ppm w czasie 1 minuty.

Fig. 3 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawarto$ci polifenoli w zielonych pomidorach bada-
nych podczas przechowywania, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomidora na dziatanie gazo-
wego ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonywano 24 godziny po zbiorze.
W czasie przechowywania zielonych owocéw w temperaturze 12-13°C i wilgotnosci 85-90% z danego
wariantu pobrano proby materiatu do badan na zawartosé polifenoli. W przypadku zawartos$ci polifenoli
w zielonych pomidorach badanych w trakcie przechowywania, najbardziej korzystne jest cykliczne ozo-
nowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju gazowym ozonem o stezeniu 2 ppm w czasie 1 minuty.

We wszystkich eksperymentach zaobserwowano zwiekszona zawarto$¢ polifenoli w owocach
pomidoréw zebranych z upraw traktowanych gazowym ozonem wzgledem kontroli.

Przykiad 2. Zwigkszenie zawartosci witaminy C

Witamine C oznaczono metoda miareczkowania zgodnie z metodologia przedstawiong przez
Mattok i in. [Mattok, N.; Piechowiak, T.; Zardzewiaty, M.; Gorzelany, J.; Balawejder, M. Effects of Ozone
Treatment on Microbial Status and the Contents of Selected Bioactive Compounds in Origanum majo-
rana L. Plants. Plants 2020, 9, 1637].

Witamina C byla oznaczana nastepujaca metoda: porcje 5 g rozdrobnionego owocu pomidora
wymieszano z 50 ml 2% roztworu kwasu szczawiowego przez 15 minut. Zawiesine przefiltrowano.
10 ml filtratu miareczkowano roztworem 2,6-dichlorolindofenolu (SigmaAldrich) o stezeniu 25 mg/100 ml.
W celu obliczenia zawartosci witaminy C wykorzystano wzér:

VMVkm
C p—

Vpm
gdzie V = objetos¢ roztworu standardowego, M = stezenie roztworu standardowego, Vkm = objetosé
kolby miarowej, Vp = objetos¢ filtratu, m = masa prébki [Mattok, N.; Piechowiak, T.; Zardzewiaty, M.;
Gorzelany, J.; Balawejder, M. Effects of Ozone Treatment on Microbial Status and the Contents of Se-
lected Bioactive Compounds in Origanum majorana L. Plants. Plants 2020, 9, 1637].

Fig. 4 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawarto$ci witaminy C w czerwonych dojrzatych owo-
cach pomidora w czasie wegetacji, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomidora na dziatanie
gazowego ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonywano niezwiocznie po
zebraniu owocéw. W przypadku zawartosci witaminy C w czerwonych dojrzatych pomidorach pobranych
w czasie wegetacji, najbardziej korzystne jest cykliczne ozonowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju
gazowym ozonem o stezeniu 2 ppm przez 1 minute. W przypadku tego wariantu zawarto$¢ witaminy C
w owocach byta najwyzsza.

Fig. 5 ilustruje wykres stupkowy catkowitej zawarto$ci witaminy C w czerwonych dojrzatych owo-
cach pomidora badanych podczas przechowywania, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomi-
dora na dziatanie gazowego ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonywano
24 godziny po zbiorze. W czasie przechowywania czerwonych owocow w temperaturze 10-13°C i wil-
gotnosci 85-90% z danego wariantu pobrano préby materiatu do badan na zawartos¢ witaminy C.
W przypadku zawartosci witaminy C w czerwonych dojrzatych owocach pomidora pobranych w czasie
wegetacji, najbardziej korzystne jest cykliczne ozonowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju gazowym
ozonem o stezeniu 2 ppm przez 1 minute.

We wszystkich eksperymentach zaobserwowano zwigkszong zawarto$¢ witaminy C w owocach
pomidoréw zebranych z upraw traktowanych gazowym ozonem wzgledem kontroli.

Przykiad 3. Aktywnos¢ antyoksydacyjna

Potencjat przeciwutleniajacy okreslono metoda 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) [Piecho-
wiak, T., Skora, B., Grzelak-Btaszczyk, K. et al. Extraction of Antioxidant Compounds from Blueberry
Fruit Waste and Evaluation of Their In Vitro Biological Activity in Human Keratinocytes (HaCaT). Food
Anal. Methods 14,2317-2327 (2021), https://doi.org/10.1007/s12161-021-02056-7].

W celu wykonania seryjnych rozcienczen wzorcowego przeciwutleniacza (kwercetyny) do spo-
rzadzenia krzywej kalibracyjnej, w pierwszej kolejnosci do 7 odpowiednio zaznaczonych probdwek typu
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eppendorf odpipetowano po 500 pl metanolu. Do pierwszej dodano 500 pl wzorcowego roztworu kwer-
cetyny o stezeniu 0,5 mg/ml, nastepnie cato$¢ wymieszano. Do drugiej probéwki dodano 500 pl zawar-
tosci pierwszej probowki, do trzeciej probdwki dodano 500 pl zawartosci drugiej. Postepowano tak az
do ostatniej probowki. Kolejna czynnoscig byto odpipetowanie 20 pl wzorcowego roztworu kwercetyny
oraz 180 pl rodnikéw DPPH o stezeniu 100 pM do ptytki 96-dotkowej. Nastepnie ptytke inkubowano
przez 15 minut w ciemnym miejscu. Po tym czasie zmierzono absorbancje przy 515 nm wobec meta-
nolu. W celu okre$lenia aktywnos$ci antyoksydacyjnej owocoéw pomidora, 20 pl ekstraktu z pomidora
dodawano do 180 pl rodnikéw DPPH o stezeniu 100 pM. Po 15 minutach inkubacji w ciemnym miejscu
mierzono absorbancije przy 515 nm.

Fig. 6 ilustruje wykres stupkowy aktywnosci oksydacyjnej w czerwonych dojrzatych owocach po-
midora w czasie wegetacji, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomidora na dziatanie gazowego
ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonano niezwtocznie po zbiorze owocéw.
W przypadku aktywnosci antyoksydacyjnej w czerwonych dojrzatych owocach pomidora pobranych
w czasie wegetacji najkorzystniejsze jest cykliczne ozonowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju ga-
zowym ozonem o stezeniu 2 ppm przez 3 minuty.

Fig. 7 ilustruje wykres stupkowy aktywnosci oksydacyjnej w czerwonych owocach pomidora pod-
czas przechowywania, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomidora na dziatanie gazowego
ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonywano 24 godziny po zbiorze. W cza-
sie przechowywania czerwonych owocéw w temperaturze 10-13°C i wilgotnosci 85-90% z danego wa-
riantu pobrano proby materiatu do badan na aktywnos¢ antyoksydacyjna. W przypadku aktywnosci an-
tyoksydacyjnej w czerwonych dojrzatych owocach pomidora podczas przechowywania, najkorzystniej-
sze jest cykliczne ozonowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju gazowym ozonem o stezeniu 2 ppm
przez 3 minuty.

Fig. 8 ilustruje wykres stupkowy aktywnosci antyoksydacyjnej w zielonych owocach pomidora
badanych podczas przechowywania, w zaleznosci od czasu poddawania roslin pomidora na dziatanie
gazowego ozonu w jego cyklicznym podaniu raz w tygodniu. Badanie wykonywano 24 godziny po zbio-
rze. W czasie przechowywania zielonych owocoéw w temperaturze 12—13°C i wilgotno$ci 85-90% z da-
nego wariantu pobrano préby materiatu do badan na aktywnos¢ antyoksydacyjna. W przypadku aktyw-
nosci antyoksydacyjnej w zielonych owocach pomidora podczas przechowywania, najkorzystniejsze
jest cykliczne ozonowanie podczas okresu wzrostu i rozwoju gazowym ozonem o stezeniu 2 ppm przez
1 minute.

We wszystkich eksperymentach zaobserwowano zwiekszona aktywno$¢ anty oksydacyjna
w owocach pomidoréw zebranych z upraw traktowanych gazowym ozonem wzgledem kontroli.

Przedstawione przyktady potwierdzaja, iz uprawa roslin pomidora, podczas ktérej cyklicznie trak-
tuje sie rosliny pomidora gazowym ozonem zapewniajac okreslone jego stezenie, skutkuje zwieksze-
niem zawartosci sktadnikow bioaktywnych w owocach pomidora. Takie owoce stanowia warto$ciow-
szym tym samym zdrowszy sktadnik pokarmowy dla cztowieka niz owoce pomidora uprawiane bez sto-
sowania sposobu wedtug wynalazku.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb zwiekszania zawarto$ci sktadnikow bioaktywnych w owocach pomidora oraz zwiek-
szania aktywnosci antyoksydacyjnej tych owocoéw, znamienny tym, ze w catym okresie wzro-
stu rodlin pomidora, od przyjecia rosliny do gruntu do korca okresu wegetacyjnego, poddaje
sie je cyklicznemu ozonowaniu raz w tygodniu w atmosferze gazowego ozonu o stezeniu od
0,1 ppm do 2 ppm przez 1 do 3 minut, przy czym w trakcie ozonowania uprawa jest ostonieta.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze sktadnikami bioaktywnymi sg witamina C i/lub
polifenole.

3. Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, Zze sktadnikami bioaktywnymi sg antyoksy-
danty wptywajace na aktywnos$é anty oksydacyjna.

4. Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2 albo 3, znamienny tym, ze stezenie ozonu wynosi 2 ppm.
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