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Streszczenie

Celem badan byto opracowanie metody pozyskiwania barwnikow antocyjanowych z ekstraktow owo-
coéw aronii, czarnego bzu i czarnej porzeczki oraz korzeni czarnej marchwi. Separacj¢ antocyjandw na
poszczegdlne frakcje przeprowadzono za pomoca chromatografii preparatywnej w kolumnie Agilent
Zorbax SB C18 (250 x 21,2 mm). W ekstraktach z owocodw aronii i czarnej porzeczki zidentyfikowano
cztery barwniki antocyjanowe. Owoce aronii zawieraty pochodne cyjanidyny: cyjanidyno-3-O-galaktozyd,
cyjanidyno-3-0O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-arabinozyd i cyjanidyno-3-O-ksylozyd, natomiast w owocach
czarnej porzeczki stwierdzono obecno$¢ pochodnych delfinidyny i cyjanidyny i byty to: delfinidyno-3-O-
glukozyd, delfinidyno-3-O-rutynozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-rutynozyd. Z owocow
czarnego bzu pozyskano dwie frakcje, z ktorych kazda stanowila mieszaning dwoch antocyjanow, pierw-
sza zawierala cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozyd i cyjanidyno-3,5-O-diglukozyd, natomiast
druga skladata si¢ z cyjanidyno-3-O-sambubiozydu oraz cyjanidyno-3-O-glukozydu. Z korzenia czarnej
marchwi wyizolowano trzy barwniki antocyjanowe: cyjanidyno-3-O-ksylozydo(synapoiloglukozylo)
galaktozyd, cyjanidyno-3-O-ksylozydo(feruloiloglukozylo)galaktozyd oraz cyjanidyno-3-O-ksylozydo
(kumaryloglukozylo)galaktozyd. Preparaty antocyjanow w formie stalej otrzymano po zaggszczeniu uzy-
skanych frakcji w wyparce rotacyjnej i suszeniu sublimacyjnym. Analize¢ czystosci barwnikow antocyja-
nowych wykonano za pomoca HPLC w kolumnie analitycznej Agilent Zorbax SB C18 (5 pm, 250 x
4,6 mm). Z 13 otrzymanych statych preparatow antocyjanow 7 charakteryzowato si¢ czystoscia wigksza
niz 90 % 1 byly to: cyjanidyno-3-O-galaktozyd i cyjanidyno-3-O-arabinozyd, wyizolowane z owocow
aronii, delfinidyno-3-O-glukozyd, delfinidyno-3-O-rutynozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd i cyjanidyno-3-
O-rutynozyd — otrzymane =z owocOw czarnej porzeczki oraz cyjanidyno-3-O-ksylozydo
(feruloiloglukozylo)galaktozyd pozyskany z korzenia czarnej marchwi. Czystos¢ pozostatych preparatow
antocyjandw zawierata si¢ w zakresie 51 + 87 %.
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Stowa kluczowe: antocyjany, ekstrakcja, chromatografia cieczowa, chromatografia preparatywna, susze-
nie sublimacyjne

Wprowadzenie

Barwniki antocyjanowe wystepujg w kwiatach, owocach, a takze w lisciach, to-
dygach i korzeniach. Konkretny gatunek rosliny zawiera charakterystyczny zestaw od
kilku do kilkunastu antocyjanéw o réznej budowie i wihasciwosciach. W zwigzku
z powszechnym wystepowaniem w owocach i warzywach antocyjany, jako tzw. natu-
ralne substancje nicodzywcze, stanowig wazny sktadnik zywnosci [8]. Antocyjany
wykazujg silne dzialanie przeciwutleniajgce, polegajace na neutralizacji wolnych rod-
nikdéw i usuwaniu negatywnych skutkow stresu oksydacyjnego. Przypisuje si¢ im wiele
wlasciwosci prozdrowotnych, m.in. pozytywny wptyw na funkcjonowanie wzroku,
dziatanie przeciwzapalne i przeciwmiazdzycowe, zapobieganie powstawaniu i rozwo-
jowi nowotwordow. O wysokiej aktywnos$ci biologicznej antocyjanow §wiadcza wyniki
eksperymentow z wykorzystaniem kultur komoérkowych oraz zwierzat doswiadczal-
nych, jak rowniez wyniki nielicznych badan klinicznych [6, 8, 15].

Nalezy zauwazy¢, ze w tego typu doswiadczeniach powszechnie stosuje si¢ eks-
trakty, soki lub liofilizaty owocow, ktore oprocz antocyjanow zawierajg szereg innych
zwigzkow bioaktywnych o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych i prozdrowotnych
[13, 14]. W literaturze istniejg doniesienia wskazujace, ze oczyszczone preparaty anto-
cyjanéw mogg wywolywac korzystny efekt fizjologiczny, ktory nie wystepuje lub ob-
jawia si¢ w mniejszym nasileniu, gdy organizm otrzymuje antocyjany rownoczes$nie
z innymi substancjami [10, 11]. Ponadto poszczegolne antocyjany rdznig si¢ aktywno-
Scig biologiczng, ktora w duzym stopniu zalezy od struktury chemicznej ich czasteczek
[12].

Zawarto$¢ antocyjandw w ekstraktach jest relatywnie niewielka 1 zwigzki te wy-
stepuja w otoczeniu innych polifenoli oraz substancji takich, jak: cukry, kwasy orga-
niczne i lipidy. Produkcja na szerokg skale antocyjanow wystepujacych w postaci pre-
paratow o czystosci przekraczajacej 90 % jest, jak dotad, mozliwa jedynie przy
zastosowaniu chromatografii przeciwpradowej w uktadzie ciecz-ciecz (ang. counter-
current chromatography, CCC) oraz preparatywnej chromatografii kolumnowej
w uktadzie ciecz-ciato state. Pierwsza z wymienionych metod polega na selektywnym
rozdziale separowanych substancji (wzglgdem ich wspotczynnikow podzialu) pomie-
dzy dwie niemieszajace si¢ fazy ciekte. Podstawowg zaletg tej metody jest brak ko-
niecznos$ci stosowania stalej matrycy stanowigcej faze stacjonarng, co catkowicie eli-
minuje niekorzystne zjawisko polegajace na nieodwracalnej adsorpcji probki do jej
powierzchni. W rezultacie odzysk oczyszczanych substancji wynosi ponad 90 % [1].
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Poza chromatografig przeciwpragdowa antocyjany mozna takze oczyszcza¢ za pomocag
preparatywnej chromatografii kolumnowej w odwrdéconym uktadzie faz. Dzigki poste-
powi, jaki w ostatnich latach dokonat si¢ w zakresie konstrukcji preparatywnych ko-
lumn chromatograficznych, proces separacji charakteryzuje si¢ bardzo dobra powta-
rzalnoscig 1 jest optacalny ekonomicznie, a uzyskiwane produkty cechujg si¢ wysoka
czystoscia [1].

Obecnie w handlu dostepne sa nicliczne antocyjany w formie preparatow poje-
dynczych zwiazkéw o duzej czystosci, ale rownoczesnie o wysokiej cenie. Koszt za-
kupu 1 g preparatu o czystosci powyzej 95 % moze wynosi¢ nawet kilkadziesiat tysie-
cy zlotych [17].

Celem badan bylo opracowanie metody otrzymywania barwnikéw antocyjano-
wych z owocOw aronii, czarnego bzu i czarnej porzeczki oraz z korzeni czarnej mar-
chwi poprzez ich ekstrakcje, a nastgpnie separacj¢ za pomocag chromatografii prepara-
tywnej w odwroconym ukladzie faz, a w dalszej kolejnosci okreslenie czystosci
uzyskanych liofilizatow antocyjanow.

Material i metody badan
Przygotowanie materiatu roslinnego i ekstrakcja antocyjanow

Materiatem doswiadczalnym byly owoce: aronii czarnowoocowej (Aronia mela-
nocarpa Elliata), czarnego bzu (Sambucus nigra L.) 1 czarnej porzeczki (Ribes nigrum
L.) oraz korzenie spichrzowe czarnej marchwi odmiany ‘Deep Purple’ (Daucus carota
subsp. sativus var. atrorubens Alef). Materiat roslinny poddawano liofilizacji wedlug
procedury opisanej przez Dembczynskiego i wsp. [2]. Po rozdrobnieniu, wysuszone
materialy przechowywano we fiolkach w atmosferze gazowego azotu w temp. -85 °C.
Zawarto$¢ suchej masy w liofilizatach oznaczano metoda wagowa zgodnie z normg
PN-EN 12145:2001 [9].

Do ekstrakcji antocyjanow zastosowano roztwory: wode zakwaszong kwasem oc-
towym (0,75 % m/m), wode zakwaszong kwasem solnym (0,75 % m/m), meta-
nol/wode/kwas octowy (40 : 60 : 0,5 v/v/v), aceton/wode/kwas octowy (70 : 29,5 : 0,5
v/v/v). Ekstrakcje wykonywano wielostopniowo w temp. 20 °C, zgodnie z metoda
opracowang przez Dembczynskiego i wsp. [2]. Ekstrakty przechowywano w temp.
-85 °C.

Separacja antocyjanow

Separacje antocyjanow zawartych w ekstraktach wykonywano przy uzyciu chro-
matografu AKTA Explorer 100 Air (Amersham Pharmacia, Szwecja), wyposazonego
w detektor UV/VIS i kolumne Agilent Zorbax SB C18 (250 x 21,2 mm). Szybko$¢
przeptywu fazy cieklej wynosita 15 ml/min. Rozdziat przebiegal w temp. 20 °C i od-
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bywat si¢ w gradiencie. Fazg A stanowit 0,5-procentowy wodny roztwor kwasu mroéw-

kowego, natomiast fazg B byt metanol (ekstrakty z owocow) lub acetonitryl (ekstrakt

z czarnej marchwi). Programy gradientu do separacji antocyjandw z réoznych rodzajow

ckstraktow przedstawiaty si¢ nastepujaco:

— ekstrakt z owocow aronii i czarnej porzeczki: 0 min 5 % B, 17 min 5 % B, 28 min
20 % B, 35 min 20 % B, 56 min 30 % B, 62 min 30 % B, 84 min 35 % B, 91 min
45 % B, 92 min 100 % B, 97 min 5 % B,

— cekstrakt z owocow czarnego bzu: 0 min 5 % B, 16 min 5 % B, 27 min 24 % B,
35 min 24 % B, 93 min 35 % B, 94 min 100 % B, 105 min 5 % B,

— ekstrakt z czarnej marchwi: 0 min 5 % B,17 min 5 % B, 70 min 13 % B, 85 min
25 % B, 86 min 100 % B, 91 min 100 % B, 98 min 5 % B.

Z ekstraktow metanolowych, przed podaniem na szczyt kolumny, usuwano meta-
nol przez odparowanie w wyparce rotacyjnej Laborota 4003 HB control (Heidolph,
Niemcy) w temp. 40 °C. Wszystkie ekstrakty przed analizg filtrowano przy uzyciu
filtru 0,45 um (Millipore, USA). Frakcje antocyjandw (piki o maksimum absorpcji
przy dtugosci fali A = 520 nm) zbierano za pomocg kolektora frakcji do oddzielnych
probowek.

Otrzymywanie preparatow antocyjanow w postaci statej

Frakcje preparatow antocyjanéw uzyskane w trakcie chromatografii preparatyw-
nej zaggszczano w wyparce rotacyjnej Laborota 4003 HB control (Heidolph, Niemcy)
w temp. 40 °C, przenoszono do szklanych fiolek i zamrazano w temp. -85 °C, a nastep-
nie umieszczano w liofilizatorze Beta 1-16 (Martin Christ, Niemcy). Suszenie sublima-
cyjne prowadzono przez 48 h. Suszenie wlasciwe odbywato si¢ pod ci$nieniem 10 Pa
przez 40 h (20 h w temperaturze potki wynoszacej -15 °C 1 20 h — w temp. 15 °C). Do-
suszanie przebiegato w temp. 22 °C przez 8 h bez kontroli ci$nienia. State preparaty
antocyjanéw przechowywano w hermetycznie zamknigtych fiolkach w atmosferze
gazowego azotu, w temp. -85 °C.

Analiza czystoSci preparatow antocyjanow

Analize czystos$ci barwnikow antocyjanowych wykonywano za pomocag HPLC.
Pomiaru dokonywano przy uzyciu chromatografu cieczowego Agilent Technologies
1200 (Agilent Technologies, USA), ktory sktadat si¢ z pompy podwdjnej G1312B,
automatycznego podajnika probek G1329B oraz detektora diodowego G1315C z prze-
glagdem widma w zakresie 220 + 700 nm. Rozdzial wykonywano w kolumnie Agilent
Zorbax SB C18 (5 um, 250 x 4,6 mm). Faz¢ A stanowit 5-procentowy wodny roztwor
kwasu mrowkowego, natomiast fazg B byl metanol (antocyjany z czarnej marchwi —
acetonitryl). Analizy prowadzono w temp. 20 °C, a przeptyw fazy ruchomej wynosit
I ml/min. W trakcie analizy antocyjandéw z owocOw aronii i czarnej porzeczki zasto-
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sowano nastepujacy schemat gradientu: 0 min 5 % B, 2 min 5 % B, 10 min 20 % B, 15
min 20 % B, 30 min 30 % B, 35 min 30 % B, 50 min 45 % B, 55min 45 % B, 65 min
5% B, 68 min 5 % B.

W analizie barwnikow antocyjanowych z owocow czarnego bzu powyzszy gra-
dient zostal zmodyfikowany i ksztaltowal si¢ w nastepujacy sposob: 0 min 5 % B,
2min 5 % B, 10 min 24 % B, 15 min 24 % B, 30 min 35 % B, 35 min 35 % B, 50 min
45 % B, 55min 45 % B, 65 min 5 % B, 68 min 5 % B. Podczas chromatografii antocy-
janoéw z czarnej marchwi realizowano gradient wedtug schematu: 0 min 5 % B, 2 min
5% B, 20 min 10 % B, 40 min 13 % B, 44 min 20 % B, 50 min 25 % B, 55 min 5 % B,
60 min 5 % B. State preparaty antocyjanéw rozpuszczano w S-procentowym wodnym
roztworze kwasu mrowkowego i saczono przez filtry o srednicy 0,22 um.

Czystos¢ preparatow antocyjandw wyrazano w procentach i obliczano jako iloraz
powierzchni piku danego zwiazku do sumy powierzchni wszystkich pikow na chroma-
togramie (A = 280 nm).

Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiajace czysto$¢ preparatdéw antocyjandow w zaleznos$ci od rodza-
ju roztworu zastosowanego do ekstrakcji analizowano za pomocg jednoczynnikowe;j
analizy wariancji oraz testu wielokrotnych porownan post-hoc Tukeya. Analizy staty-
styczne wykonano w programie Statistica 12.0 PL (p = 0,05).

Wyniki i dyskusja
Separacja antocyjanow

Antocyjany zidentyfikowano na podstawie widm i czasOw retencji porownywa-
nych z dostepnymi standardami (cyjanidyno-3-O-galaktozyd, cyjanidyno-3-O-
glukozyd, cyjanidyno-3-O-rutynozyd) [7] oraz na podstawie literatury [4, 5, 16].

W ekstraktach aronii zidentyfikowano cztery zwiazki zaliczane do grupy antocy-
janow, stanowigcych pochodne cyjanidyny (rys. 1a). Podobnie jak w pracy Wu i wsp.
[16], w trakcie rozdzialu z kolumny wymywaly si¢ kolejno antocyjany zawierajace
reszty galaktozy, glukozy, arabinozy i ksylozy. W najwickszej ilosci wystepowat cyja-
nidyno-3-O-galaktozyd, ktory stanowit okoto 66,21 % wszystkich antocyjanow. Blisko
trzykrotnie mniej byto cyjanidyno-3-O-arabinozydu (25,02 %), natomiast cyjanidyno-
3-O-glukozyd oraz cyjanidyno-3-O-ksylozyd stanowily odpowiednio: 2,87 i 3,86 %
wszystkich zidentyfikowanych antocyjandw. Inaczej przedstawiat si¢ profil zwigzkow
antocyjanowych w ekstraktach z czarnego bzu (rys. 1b). W podanych warunkach roz-
dziatu uzyskano dwa piki, ktore zgodnie z danymi przedstawionymi przez Wu 1 wsp.
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Objasnienia: / Explanatory notes:

Al — cyjanidyno-3-O-galaktozyd / cyanidin-3-O-galactoside; A2 — cyjanidyno-3-O-glukozyd / cyanidin-3-
O-glucoside; A3 — cyjanidyno-3-O-arabinozyd / cyanidin-3-O-arabinoside; A4 — cyjanidyno-3-O-ksylozyd
/' cyanidin-3-O-xyloside; Bl cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozyd+cyjanidyno-3,5-O-
diglukozyd / cyanidin-3-O-sambubioside-5-O-glucoside+cyanidin-3,5-O-diglucoside; B2 — cyjanidyno-3-
O-sambubiozyd+cyjanidyno-3-O-glukozyd / cyanidin-3-O-sambubioside+cyanidin-3-O-glucoside.

Rys. 1. Chromatogramy przedstawiajace separacje zwiazkow antocyjanowych z ekstraktow z owocow

aronii (a) oraz czarnego bzu (b) w preparatywnej kolumnie chromatograficznej w odwréconym
uktadzie faz

Fig. 1. Chromatograms depicting separation of anthocyanins from chokeberry (a) and elderberry (b)
fruit extracts in the preparative, reverse-phase chromatography column

[16] stanowily mieszaning dwoch zwigzkéw antocyjanowych: cyjanidyno-3-O-
sambubiozydo-5-O-glukozydu oraz cyjanidyno-3,5-O-diglukozydu (pik B1) i cyjani-
dyno-3-O-sambubiozydu oraz cyjanidyno-3-O-glukozydu (pik B2). Wymienione
zwiazki (reprezentowane przez piki Bl i B2) stanowily odpowiednio: 17,65 % oraz
80,62 % wszystkich antocyjanéw obecnych w badanym ekstrakcie. W trakcie separacji
w kolumnie preparatywnej nie udato si¢ rozdzieli¢ pikow Bl oraz B2 na frakcje zawie-
rajace poszczegolne zwigzki antocyjanowe. Dopiero zastosowanie kolumny analitycz-
nej umozliwito rozdziat piku B2 na dwa piki, B2a oraz B2b zawierajgce odpowiednio:
cyjanidyno-3-O-sambubiozyd oraz cyjanidyno-3-O-glukozyd (rys. 3). Przyczyna
mniejszej rozdzielczosci kolumny preparatywnej w odniesieniu do kolumny analitycz-
nej byta prawdopodobnie inna $rednica ziaren wypehienia. W kolumnie preparatywnej
$rednica ta wynosita 7 pm, podczas gdy w kolumnie analitycznej — 5 pm. W celu uzy-
skania czystych zwigzkéw obecnych w pikach B1 coraz B2 wymagana jest zatem dal-
sza optymalizacja warunkoéw rozdziatu chromatograficznego. Podczas zmiany skali
procesu prowadzonego w warunkach przetadowania objetosciowego, nalezy zwrdcic
uwage na stosunek dlugosci kolumny do kwadratu $rednicy ziaren wypetienia [3].
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Objasnienia: / Explanatory notes:

P1 — delfinidyno-3-O-glukozyd / delphinidin-3-O-glucoside; P2 — delfinidyno-3-O-rutynozyd / del-
phinidin-3-O-rutinoside; P3 — cyjanidyno-3-O-glukozyd / cyanidin-3-O-glucoside; P4 — cyjanidyno-3-O-
rutynozyd / cyanidin-3-O-rutinoside; M1 — cyjanidyno-3-O-ksylozydo(synapoiloglukozylo)galaktozyd, /
cyanidin-3-O-xylosyl(sinapoylglucosyl)galactoside; M2 — cyjanidyno-3-O-ksylozydo(feruloiloglukozylo)
galaktozy / cyanidin-3-O-xylosyl(feruolylglucosyl)galactoside; M3 — cyjanidyno-3-O-ksylozydo
(kumaryloglukozylo)galaktozyd / cyanidin-3-O-xylosyl(coumaroylglucosyl)galactoside.

Rys. 2. Chromatogramy przedstawiajace separacje barwnikow antocyjanowych z ekstraktow z owocow
czarnej porzeczki (a) oraz korzeni czarnej marchwi (b) w preparatywnej kolumnie chromatogra-
ficznej w odwrdconym ukladzie faz

Fig.2.  Chromatograms depicting separation of anthocyanins from extracts of blackcurrant (a) fruits
and black carrot (b) roots in the preparative, reverse-phase chromatography column

Przy zachowaniu wspomnianej proporcji oraz przy zwickszeniu przeptywu eluentu
mozna bedzie teoretycznie uzyskac istotng poprawe jakosci rozdziatu, pozwalajacg na
separacj¢ obu pikow na frakcje odpowiadajgce pojedynczym zwigzkom. W ekstraktach
z czarnej porzeczki zidentyfikowano natomiast dwa zwigzki zaliczane do grupy anto-
cyjanéw stanowigcych pochodne delfinidyny oraz dwa stanowigce pochodne cyjanidy-
ny (rys. 2a). Analogicznie, jak w pracy Wu i wsp. [16], w trakcie rozdziatu z kolumny
wymywaty si¢ kolejno: delfinidyno-3-O-glukozyd, delfinidyno-3-O-rutynozyd, cyjani-
dyno-3-O-glukozyd oraz cyjanidyno-3-O-rutynozyd. Substancje te stanowity odpo-
wiednio: 17,54, 41,02, 7,79 i 32,06 % wszystkich antocyjanéw obecnych w badanych
ekstraktach. W podanych warunkach rozdziatu nie uzyskano pozostatych antocyjanow
obecnych w ekstraktach z czarnej porzeczki, stanowigcych pochodne petunidyny, pe-
largonidyny oraz peonidyny [16]. Najwigksze dysproporcje ilosciowe pomigdzy po-
szczegbdlnymi zwigzkami zaobserwowano natomiast w odniesieniu do separacji antocy-
janow z ekstraktow czarnej marchwi (rys. 2b). Pomimo Ze przedstawione dane pod
wzgledem liczby pikow uzyskanych podczas rozdziatu sg zgodne z wynikami przed-
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stawionymi przez Kammerer i wsp. [4], to w warunkach chromatografii preparatywnej
pozyskano jedynie trzy frakcje zawierajace zwigzki antocyjanowe stanowigce pochod-
ne cyjanidyny i zidentyfikowane jako: cyjanidyno-3-O-ksylozydo (synapoiloglukozy-
lo)galaktozyd (pik M1), cyjanidyno-3-O-ksylozydo (feruloiloglukozylo)galaktozyd
(pik M2), cyjanidyno-3-O-ksylozydo (kumaryloglukozylo)galaktozyd (pik M3). Wy-
mienione zwigzki (reprezentowane przez piki M1, M2 oraz M3) stanowity odpowied-
nio: 3,32, 88,73 1 1,54 % wszystkich antocyjanéw obecnych w badanym ekstrakcie.

Tabela 1. Czysto$¢ preparatow antocyjanéw w zaleznosci od rodzaju roztworu zastosowanego do eks-
trakeji

Table 1.  Purity of anthocyanin preparations depending on type of solution applied for extraction
Czystos¢ preparatow antocyjanow [%]
Rodzaj Purity of anthocyanin preparations [%]
preparatu Metanol/woda/kwas Aceton/woda/kwas
Preparation Kwas Kwas soln}'/ octowy octowy
type oct.owy' Hydroghlorlc Methanol/water/acetic Acetone/water/acetic
Acetic acid acid acid acid
Aronia / Chokeberry
Al 96"+ 1,5 97°+2,1 96+ 1,0 95*+23
A2 76* 3,2 76* £ 3,8 732 42,0 722+ 1,5
A3 96"+ 1,5 97°+2,0 96*+2,5 94*+23
Ad 882 +2.3 87°+32 91°+2,5 90* +2,3
Czarny bez / Elderberry
BI* 85%+2,5 84* £ 1,5° 85°+1,5 83"£2,0
B2a** 67°+23 65*+2,5 66+ 1,0 64°+2.5
B2b** 30°+1,5 33*+2.3 328+ 1,7 34°+32
Czarna porzeczka / Blackcurrant
Pl 94* + 1,7 9542,0° 95%+ 1,5 94* + 0,6
P2 93*+2,9 9242,1% 92°+0,6 92°+23
P3 95%+3,2 94+1,5° 96 +2,0 94*+1,2
P4 100*+ 0,6 99+1,0° 99 + 1,5 100°+ 0,0
Czarna marchew / Black carrot
M1 59°+3.8 57°+4,0 582 +32 582+ 1,7
M2 95*+1,0 94*+ 1,5 95*%2,0 93*+1,5
M3 51°+3,6 52°+29 52°%3,0 53*+3,8

Objasnienia: / Explanatory notes:

- oznaczenia preparatow jak na rys. 1., 2.1 3./ labelling of preparations as in Fig. 1., 2. and 3.;

* preparat B1 zawiera cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozyd i cyjanidyno-3,5-O-diglukozyd, ktore
nie zostaly rozdzielone w trakcie chromatografii preparatywnej i analitycznej / B1 preparation comprises
cyanidin-3-O-sambubioside-5-O-glucoside and cyanidin-3,5-O-diglucoside, which were not separated
during analytical and preparative chromatography;
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** preparat B2 zawiera cyjanidyno-3-O-sambubiozyd i cyjanidyno-3-O-glukozyd, ktore nie rozdzielity si¢
w trakcie chromatografii preparatywnej, ale rozdzielily si¢ w trakcie chromatografii analitycznej / B2
formulation comprises cyanidin-3-O-sambubioside and cyanidin-3-O-glucoside, which did not separate
during preparative chromatography, but they separated in the course of analytical chromatography;

- wyniki podano jako warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / results are expressed as mean values +
standard deviation, n = 3;

- a— takie same litery w obrebie analizowanego czynnika (wiersze) oznaczaja brak statystycznie istotnych
réznic (p < 0,05) / the same letters within one analyzed parameter (rows) denote no statistically significant
differences (p < 0.05).

Ocena czystosci preparatow antocyjanow

Uzyskane za pomocg chromatografii preparatywnej preparaty antocyjandw za-
£6SzCZono W wyparce rotacyjnej, a nastgpnie wysuszone sublimacyjnie. Czysto$¢ sta-
tych preparatow antocyjanéw zbadano przy uzyciu kolumny analitycznej Zorbax SB
C18 (5 um, 250 x 4,6 mm). Przed analizg preparaty rozpuszczono w roztworze wod-
nym kwasu mréwkowego o stgzeniu 5 %. W celu obliczenia czystosci preparatow an-
tocyjanéw wykorzystano chromatogramy wykreslone przy dtugosci fali A = 280 nm
(tab. 1), poniewaz przy tej dtugosci fali wykrywano, oprocz poszczegodlnych antocyja-
now, takze substancje zanieczyszczajace. W $wietle widzialnym (A = 520 nm), detek-
cja wielu substancji obecnych w preparacie nie byta mozliwa. Przyktadowo, frakcja
M1 (czarna marchew) charakteryzowatla si¢ czystoscig rowna ponad 98 % przy A =
520 nm, podczas gdy czysto$¢ przy A = 280 nm nie przekraczata 60 %. Z tej przyczyny
zZrezygnowano z monitorowania czystosci preparatow przy dlugosci fali rownej
520 nm.

Nie stwierdzono statystycznie istotnego (p < 0,05) wptywu rodzaju ekstrahenta na
czysto$¢ uzyskanych preparatow antocyjanowych. Preparaty antocyjanéw pozyskane
z czarnej porzeczki (P1-P4) odznaczaly si¢ najwigksza czystoscia, wynoszacg ponad
92 %. Trzy preparaty (A1, A3 i A4) aronii cechowaly si¢ czystoscia wigksza niz 87 %,
natomiast cyjanidyno-3-O-glukozyd (A2) charakteryzowat si¢ czysto$ciag na poziomie
72 + 76 %. Z kolei z korzenia czarnej marchwi uzyskano tylko jeden preparat o czysto-
sci wigkszej niz 93 % (M2). Czysto$¢ pozostaltych dwoch preparatow (M1 i M3) nie
przekraczata 60 %. Jedynie z czarnego bzu nie zdotano otrzymac preparatdow w postaci
pojedynczych antocyjandéw. Jak juz wczes$niej wspomniano, preparat B2 byt mieszani-
ng dwoéch barwnikéw, w blisko jednej trzeciej sktadajaca si¢ z cyjanidyno-3-O-
glukozydu (B2b) i w dwoch trzecich z cyjanidyno-3-O-sambubiozydu (B2a). Takze
preparat B1 byl mieszaning, ktora w 83 + 85 % byla ztozona z dwoch antocyjanow:
cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozydu i cyjanidyno-3,5-O-diglukozydu. Za
pomocg zastosowanych metod nie udato si¢ jednak ustali¢ zawarto$ci poszczegodlnych
zwigzkoéw w tym preparacie.
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Objasnienia: / Explanatory notes:
B2a — cyjanidyno-3-O-sambubiozyd / cyanidin-3-O-sambubioside; B2b — cyjanidyno-3-O-glukozyd /
cyanidin-3-O-glucoside.

Rys. 3. Chromatogram preparatu antocyjanow B2 z czarnego bzu w kolumnie analitycznej w odwrdco-
nym uktadzie faz

Fig. 3. Chromatogram of the B2 anthocyanin preparation from elderberry in the analytical, reverse-
phase column

Whioski

1. Chromatografia preparatywna w kolumnie preparatywnej Zorbax SB C18 (250 x
21,2 mm) umozliwia rozdzial antocyjanéw obecnych w ekstraktach na poszcze-
goblne frakcje.

2. Z 13 otrzymanych stalych preparatow, 7 charakteryzowalo si¢ czystoscig wigkszg
niz 90 % 1 byly to: cyjanidyno-3-O-galaktozyd i cyjanidyno-3-O-arabinozyd, wyi-
zolowane z owocow aronii, delfinidyno-3-O-glukozyd, delfinidyno-3-O-
rutynozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd i cyjanidyno-3-O-rutynozyd — otrzymane
zowocOw czarnej porzeczki oraz cyjanidyno-3-O-ksylozydo(feruloilogluko-
zylo)galaktozyd — pozyskany z korzenia czarnej marchwi. Mniejsza czystoscig (co
najmniej 87 %) cechowatl si¢ preparat cyjanidyno-3-O-ksylozyd wyizolowany
z owocOow aronii. Z kolei cyjanidyno-3-O-glukozyd z owocow aronii oraz cyjani-
dyno-3-O-ksylozydo(synapoiloglukozylo)galaktozyd i cyjanidyno-3-O-ksylozydo-
(kumaryloglukozylo)galaktozyd z korzenia czarnej marchwi zawieraty stosunkowo
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najwiecej niepozadanych substancji zanieczyszczajacych (czysto$¢ w zakresie 51 +
76 %).

Zastosowana metoda separacji pozwolita takze na pozyskanie 2 preparatow anto-
cyjandw z owocow czarnego bzu. Oba byly mieszaninami dwodch réznych zwigz-
kéw antocyjanowych.

Badania zrealizowano w ramach projektu NN 312 211 338 finansowanego przez

MNiSW.

(1]
(2]

(3]
(4]

(8]
(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

Literatura

Dai J., Mumper R.J.: Plant phenolics: Extraction, analysis and their antioxidant and anticancer prop-
erties. Molecules, 2010, 15, 7313-7352.

Dembczynski R., Biatas W., Olejnik A., Kowalczewski P., Drozdzynska A., Jankowski T.: Ekstrak-
cja antocyjandw z korzenia czarnej marchwi, owocoéw aronii, czarnego bzu i czarnej porzeczki.
Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$é¢, 2015, 5 (102), 165-181.

Kaminski M., Kartanowicz R.: Chromatografia cieczowa. Centrum Doskonatosci Analityki i Moni-
toringu Srodowiskowego (CEEAM), Gdansk 2004.

Kammerer D., Carle R., Schieber A.: Detection of peonidin and pelargonidin glycosides in black
carrots (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) by high-performance liquid chromatog-
raphy/electrospray ionization mass spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom., 2003, 17, 2407-
2412.

Montilla E.C., Arzaba M.R., Hillebrand S. Winterhalter P.: Anthocyanin composition of black carrot
(Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) cultivars Antonina, Beta Sweet, Deep Purple, and
Purple Haze. J. Agric. Food Chem., 2011, 59, 3385-3390.

Olejnik A., Tomcezyk J., Kowalska K., Grajek W.: Rola naturalnych sktadnikéw diety w chemiopre-
wencji nowotworow jelita grubego. Postepy Hig. Med. Dosw. [nline], 2010, 64, 175-187.
Oszmianski J., Wojdylo A., Matuszewski P.: Zmiany zawartosci zwiazkow fenolowych podczas
produkcji zageszczonego soku truskawkowego w warunkach przemystowych. Zywno$é. Nauka.
Technologia. Jakos¢, 2007, 1 (50), 94-104.

Piatkowska E., Kope¢ A., Leszczynska T.: Antocyjany — charakterystyka, wystgpowanie i oddziaty-
wanie na organizm cztowieka. Zywnoéé. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2011, 4 (77), 24-35.

PN-EN 12145:2001. Przetwory owocowe i warzywne. Przygotowanie probek i metody badan fizy-
kochemicznych. Oznaczenie zawartosci suchej masy metoda wagowa.

Prior R.L, Wu X., Gu L., Hager T., Hager A., Wilkes S., Howard L.: Purified berry anthocyanins but
not whole berries normalize lipid parameters in mice fed an obesogenic high fat diet. Mol. Nutr.
Food Res., 2009, 53, 1406-1418.

Prior R.L., Wilkes S., Rogers T., Khanal R.C., Wu X., Hager T.J., Hager A., Howard L.: Dietary
black raspberry anthocyanins do not alter development of obesity in mice fed an obesogenic high-fat
diet. J. Agric. Food Chem., 2010, 58, 3977-3983.

Prior R.L., Wilkes S.E., Rogers T.R., Khanal R.C., Wu X., Howard L.R.: Purified blueberry antho-
cyanins and blueberry juice alter development of obesity in mice fed an obesogenic high-fat diet. J.
Agric. Food Chem., 2010, 58, 3970-3976.

Radziejewska-Kubzdela E., Bieganska-Marecik R., Kidon M.: Applicability of vacuum impregna-
tion to modify physico-chemical, sensory and nutritive characteristics of plant origin products —
A review. Int. J. Mol. Sci., 2014, 15, 16577-16610.



52 Radostaw Dembczynski i wsp.

[14] Radziejewska-Kubzdela E., Bieganska-Marecik R.: A comparison of the composition and antioxi-
dant capacity of novel beverages with an addition of red cabbage in the frozen, purée and freeze-
dried forms. LWT- Food Sci. Technol., 2015, 62, 821-829.

[15] Saluk-Juszczak J.: Antocyjany jako sktadnik Zywnos$ci funkcjonalnej stosowanej w profilaktyce
chorob uktadu krazenia. Postgpy Hig. Med. Dosw. [online], 2010, 64, 451-458.

[16] Wu X., Gu L., Prior R.L. Mckay S.: Characterization of anthocyanins and proanthocyanidins in
some cultivars of Ribes, Aronia, and Sambucus and their antioxidant capacity. J. Agric. Food Chem.,
2004, 52, 7846-7856.

[17] Wykaz internetowy produktow. Dostep w Internecie [02.02.2015.]: www.sigmaaldrich.com

SEPARATION OF ANTHOCYANINS FROM BLACK CARROT, CHOKEBERRY,
BLACKCURRANT, AND ELDERBERRY WITH THE USE OF PREPARATIVE
CHROMATOGRAPHY

Summary

The objective of the research study work was to develop a method to obtain anthocyanin pigments
from the extracts of chokeberry, elderberry and blackcurrant as well as black carrot roots. The separation
of anthocyanins into individual fractions was carried out using preparative chromatography in an Agilent
Zorbax SB C18 column (250 x 21.2 mm). Four anthocyanin pigments were identified in the extracts of
chokeberry and blackcurrant. Chokeberry fruits contained derivatives of cyanidin, namely: cyanidin-3-O-
galactoside, cyanidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-arabinoside, and cyanidin-3-O-xyloside, while in the
fruits of blackcurrant, the derivatives of delphinidin and cyanidin were reported, i.e.: delphinidin-3-O-
glucoside, delphinidin-3-O-rutinoside, cyanidin-3-O-glucoside, and cyanidin-3-O-rutinoside. Two frac-
tions were obtained from elderberry fruits and each one was a mixture of two anthocyanins; the first frac-
tion contained cyanidin-3-O-sambubioside-5-O-glucoside, and cyanidin-3,5-O-diglucoside, whereas the
second one consisted of cyanidin-3-O-sambubioside and cyanidin-3-O-glucoside. Three anthocyanins
were isolated from the roots of black carrot i.e.: cyanidin-3-O-xylosyl(sinapoylglucosyl)galactoside,
cyanidin-3-O-xylosyl(feruolylglucosyl)galactoside, cyanidin-3-O-xylosyl(coumaroylglucosyl)galactoside.
Anthocyanin preparations in a solid form were obtained after the produced fractions were concentrated in
a rotary evaporator and freeze-dried. A purity analysis of the anthocyanins was carried out by HPLC using
an analytical Agilent Zorbax SB C18 column (5 mm, 250 x 4.6 mm). Of the 13 solid anthocyanin prepara-
tions, seven were characterized by a purity level above 90 %: cyanidin-3-O-galactoside and cyanidin-3-O-
arabinoside isolated from chokeberry; delphinidin-3-O-glucoside, delphinidin-3-O-rutinoside, cyanidin-3-
O-glucoside, and cyanidin-3-O-rutinoside obtained from fruits of blackcurrant, and cyanidin-3-O-
xylosyl(feruolylglucosyl)galactoside obtained from black carrot roots. The purity of other anthocyanin
preparations ranged between 51 and 87 %.

Key words: anthocyanins, extraction, liquid chromatography, preparative chromatography, freeze-drying
A
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