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ABSTRACT: In this study the influence of preservatives added to food on activity of adenosine deaminase
(ADAI) was determined with HPLC method. The influence of following preservatives was estimated: benzoic
acid (E 240), sodium benzoate (E 211), cochineal red (E 124), brillant black (E 151), indigotin (E 132), quinoline
yellow (E 104), orange yellow (E 110), ortophosphoric acid (E 338), sodium nitrate (E 251) and niphedipine.
SLOWA KLUCZOWE: ksenobiotyki, dodatki funkcjonalne, dezaminaza adenozyny.

KEY WORDS: xenobiotics, preservatives, adenosine deaminase

Wstep

Przyczyna podjecia badan byly dane z piSmiennictwa dotyczace fizjologicz-
nej roli adenozyny jako czynnika wplywajacego na zwigkszenie przeptywu krwi
przez serce, a takze przez migsnie szkieletowe. Wywiera ona rowniez wplyw na
szereg procesow metabolicznych, migdzy innymi dziala antylipolitycznie. Jest
takze czynnikiem dzialajacym przeciwzapalnie, a jej wzgl¢dny niedobér zwiazany
jest z zaburzeniami proceséw immunologicznych (Daly i in. 1982, Sollevi i in.

225



1987, Collis 1989, Franco i Centells 1989). Kluczowym enzymem metabolizmu
adenozyny jest dezaminaza adenozyny (ADA), przy udziale tego enzymu ulega
ona bardzo szybko dezaminacji do inozyny. Wyrdznia si¢ trzy izoformy tego en-
zymu: ADA1, monomeryczne biatko o masie czasteczkowej okoto 35 kDa i wyso-
kiej aktywnosci w krwinkach czerwonych, ktére biora udzial w transporcie i meta-
bolizmie adenozyny oraz jej metabolitow — inozyny czy hipoksantyny. ADAI +
CP, o masie czasteczkowej okoto 280 kDa, skladajacej si¢ z dwoch czasteczek;
ADA i biatka wiazacego-combining protein (CP). ADA2, izoenzym wystgpujacy
sposrod zbadanych komoérek jedynie w monocytach i surowicy. Obnizona aktyw-
no$¢ dezaminazy adenozyny towarzyszy stanom alergicznym i schorzeniom uktadu
oddechowego (Simonds i in. 1988). W dostgpnym pismiennictwie nie znaleziono
danych dotyczacych wplywu dodatkéw funkcjonalnych stosowanych w produktach
spozywczych, ktore rowniez zalicza si¢ do ksenobiotykéw, na aktywnos¢ dezami-
nazy adenozyny, co sklonilo nas do podjecia niniejszych badan. Wiadomo, ze
srodki konserwujace spozywane sa wraz z produktami spozywczymi powszechnie
i to w ilosciach relatywnie duzych, ponadto trzeba bra¢ pod uwage ich kumulacje
w organizmie. Wigkszos$¢ z nich powtarza si¢ w wielu produktach spozywczych,
a znaczna ich cze$¢ nie odpowiada wymaganiom jakosciowym okreslonym dla
kazdego z nich, zgodnie z Polska Norma regulowana Zarzadzeniem Ministra
Zdrowia i Opieki Spotecznej Nr 233 z dnia 31 marca 1993 r. (Rutkowski i in.
1993). Bioragc pod uwage powyzsze zaleznosci, celem podjetych badan bylo
stwierdzenie wplywu wybranych zwigzkéw uzywanych jako dodatki funkcjonalne
w produktach spozywczych na aktywno$¢ dezaminazy adenozyny (ADA1).

Material i metoda

Material stanowit hemolizat krwi pochodzacej od 25 ludzi zdrowych i os6b
z nadciénieniem tetniczym pierwotnym o $redniej wieku 45 lat. Przebadane dodatki
funkcjonalne dodawane do produktéw spozywczych to: kwas benzoesowy (E 240),
benzoesan sodu (E 211), czerwien koszenilowa (E 124), czern brylantowa (E 151),
indygotyna (E 132), zélcien chinolinowa (E 104), zélcien pomaranczowa (E 110),
kwas o-fosforowy (E 338), azotan sodu (E 251), ponadto jeden z lekéw hypoten-
syjnych: Nifedipine (Cordafen). Badano wplyw roztworéw tych zwiazkéw o steze-
niu 10-krotnie wigkszym od dopuszczalnego dziennego ich pobrania na oczysz-
czona dezaminaze adenozyny — ADA1; aminohydrolaza adenozyny, E.C.3.5.4.4.
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(Sigma No A 9876). Dawki dopuszczalnego dziennego pobrania poszczegélnych
zwigzkow podane sa w ksigzce Rutkowskiego pt. Dodatki funkcjonalne do zywno-
sci. Krew od chorych pobierano na heparyng, po odwirowaniu osocza i oddzieleniu
warstwy leukocytow, krwinki przemywano trzy razy roztworem soli fizjologiczne;
w celu wyplukania osocza i krwinek bialych. Przemyte krwinki hemolizowano
izotonicznym buforem wedlug Beutlera. Izolowany enzym lub hemolizat inkubo-
wano w mieszaninie buforu TRIS 50 mM o pH 7, 4, 2 mM magnezu i 0.5 mM
DTT przez 30 minut w temperaturze 37° C, wczesniej stosujac 10 minutowa prein-
kubacje. Warto$¢ kontrolna (100%) stanowita aktywnos¢ enzymu oznaczana bez
dodatku tych zwiazkow. Inkubacjg koniczono przez dodanie mieszaniny inkubacyj-
nej do 1,2 M roztworu HCLO,, po schiodzeniu wirowano. Kwasny nadsacz neu-
tralizowano 1 M. K,COs;, po odwirowaniu préby analizowano na zawartos¢ inozy-
ny metodq HPLC, stosujac jako standard roztwor inozyny. Badane zwiazki, roz-
puszczone w wodzie, dodawano w stezeniu 10-krotnie wigkszym od dopuszczalne-
go dziennego ich pobrania. Wplyw na aktywno$¢ oceniano jako % tych préb w
stosunku do 100% aktywnosci uzyskanej bez dodatku srodkéow funkcjonalnych.
Nalezato uwzgledni¢ mozliwa interferencj¢ zwiazkéw przy rozdziale chromatogra-
ficznym, stad rozdzial przeprowadzono przy dtugosci fali 254 nm i 280 nm. Trzeba
rowniez zaznaczy¢, ze inkubacje po wstepnej preinkubacji w ukfadzie pierwszym:
inhibitor (badany zwiazek) i hemolizat rozpoczynano reakcje przez dodanie adeno-
zyny, po drugie: po wstepnej preinkubacji adenozyny z badanymi zwiazkami rozpo-
czynano reakcje przez dodanie enzymu (hemolizat). Wykonano po 3 réwnolegle

préby.
Wyniki

Zaréwno w przypadku badania wplywu wyzej wymienionych zwiazkéw na
aktywno$é enzymu w hemolizacie krwinek, jak i aktywnos¢ oczyszczonego enzy-
mu nie stwierdzono istotnych réznic statystycznych poza jednym zwiazkiem —
indygotyna (E 132). Indygotyna w przyjetych warunkach zwigkszala aktywnosc
dezaminazy adenozyny (ADA1). Odchylenia uzyskanych aktywnosci dla pozosta-
tych zwiazkéw w odniesieniu do préb kontrolnych wynosity okoto 10%. Natomiast
odchylenie uzyskanej aktywnosci dla indygotyny wyniosto 30%.
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W przypadku ieku hypotensyjnego Nifedipine (Cordafen) badano wplyw
dwéch stezen terapeutycznych (30 mg, 60 mg) na aktywnos$¢ dezaminazy adeno-
zyny (ADA1) krwinek czerwonych in vitro u oséb zdrowych i pacjentéw z nadci-
¢nieniem i rowniez nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w aktywnosci

dezaminazy adenozyny.
Oméwienie wynikow

Na samym wstepie trzeba stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki traktujemy jako
pilotazowe i w przyszlosci mamy zamiar przebadac znacznie wigksza ilos¢ dodat-
kow funkcjonalnych dodawanych do produktéw spozywcezych. Jak nam z dostep-
nej literatury wiadomo, nie przeprowadzano dotychczas podobnych badan. Dlatego
podjelismy wilasne badania, aby sprawdziC, czy dozwolona substancja stosowana
jako dodatek do $rodkéw spozywczych aktywuje badz hamuje badany przez nas
réwniez w innych warunkach enzym. Biorac pod uwage wyniki prac z zakresu
hamowania dezaminazy adenozyny przez inne zwiazki (Koch i in. 1992, Koch i in.
1991, Gryfantini 1992) wydato nam si¢ celowe przebadanie substancji spozywa-
nych przez nas w zyciu codziennym w ilosciach relatywnie duzych. Wybrane przez
nas zwiazki dodawane sa do wielu produktéw spozywezych, np. zolcien pomaran-
czowa (E 110), ktéra jest barwnikiem azowym jest dodawana zarébwno do wyro-
béw cukierniczych, pieczywa, deseréw, jogurtéw, sosow, lodéw, konserw, cukier-
kéw, jak i napojéw bezalkoholowych, podobnie zreszia jak zokcien chinolinowa
(E 104), a wigc mozliwo$¢ kumulacji takich zwiazkéw w naszych organizmach jest
ogromna (Rutkowski i in. 1993). Na obecnym etapie badan trudno przewidziec
wplyw badanych przez nas substancji na ten istotny w zwiazku z rola adenozyny
enzym. Nie mozna réwniez przewidzie¢ skutkow ubocznych w przyszlosci, w wy-
niku kumulowania sie tych zwiazkéw w organizmach. Wydaje si¢ wigc celowe
dalsze prowadzenie badan z uwzglednieniem znacznie wiekszej ilosci dodatkow
funkcjonalnych, tym bardziej, ze w pi$miennictwie nie znalezliSmy opracowania

dotyczacego tego zagadnienia.
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Summary

The influence of some preservatives added to food on activity of adenosine
deaminase (ADA1) was examined with HPLC method. Material was blood taken
from healthy people and from patients with hypertension collected into heparin,
centrifuged at 2000 x g and separated from leukocytes. The influence of following
preservatives added to food was studied: benzoic acid (E 240), sodium benzoate
(E 211), cochineal red (E124), brillant black (E 151), indigotin (E 132), quinoline
yellow (E 104), orange yellow (E 110), orthophosphoric acid (E 338), sodium ni-
trate (E 251) and niphedipine. There were not any influence of these preservatives
on activity of adenosine deaminase, only indigotin (E 132) showed slight increase
of activity of this enzyme.
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